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Abstrakt 
 Tato diplomová práce se zabývá problematikou vzniku a kompenzace geometrických 
zkreslení u 1D elektroforézy na agarózovém gelu. Diplomová práce rozebírá problematiku 
příčin vzniku těchto deformací a shrnuje teorii, nutnou k jejich kompenzaci. Na základě takto 
získané teorie a vytvořených elektroforetických fantomů, obsahuje práce několik návrhů 
algoritmů pro kompenzaci vzniklých deformací. Tyto návrhy jsou dále přetvořeny do funkcí, 
které jsou spojeny do funkčního uživatelského rozhraní, sloužící k analýze obrazu gelu a pro 
kompenzaci geometrických deformací. 
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Abstract 
This master thesis is engaged in problematics of creation and compensation of geometric 
distortions in 1D agarose electrophoresis. This master thesis analyze the problematics of cause 
of these distortions and summarize the theory needed for compensation of these distortions. 
Based on acquired theory and created electrophoretic phantoms, the master thesis contains 
several suggestions for compensation of incurred distortions. These suggestions are recreated 
into functions, which are connected into a functional user interface for gel image analysis and 
geometric distortions compensation. 
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Úvod 
Elektroforéza pracuje na principu elektrokinetického jevu, který umožňuje pohyb 
nabitých částic ve vhodném médiu a jejich separaci dle velikosti náboje. V dnešní době zastává 
elektroforéza stále široké pole působnosti napříč celým spektrem vědeckých disciplín. Je proto 
důležité, aby bylo její vyhodnocení co nejsnazší a výsledek co nejkvalitnější. Jak při přípravě 
gelu, tak při samotné separaci však i v dnešní době vzniká mnoho chyb, které ve finále 
negativně ovlivňují získaná data, nebo vedou přímo k jejich ztrátě.  
Mnoho těchto chyb je způsobeno geometrickými deformacemi, vznikajícími na základě 
špatných procedurálních postupů. Tato práce se tedy snaží zaměřit se na tyto známé či neznámé 
deformace, pokud možno zjistit příslušné chyby, vedoucí k jejich vzniku a na základě získaných 
dat navrhnout algoritmy, díky kterým bude možno deformace odstranit a zajistit tak co nejvyšší 
zisk informace.  
Tato práce se zaměřuje především na problematiku spojenou s deformacemi a 
zkresleními, vznikajícími při provádění elektroforézy na agarózovém gelu (AGE). Cílem této 
práce je tvorba elektroforetických fantomů, tedy snímků gelů s určitým typem deformace, na 
jejichž základě budou vytvořeny algoritmy pro zlepšení vizuálního dojmu z dané scény. 
V průběhu přípravy práce byly vytvořeny elektroforetické fantomy s několika typy zkreslení a 
díky takto získaných fantomům je v práci navrženo postupné řešení chyb, které se ve fantomech 
vyskytují. 
 Toto řešení je v práci rozděleno do třech kategorií: globální úpravy obrazu, odstranění 
globálních deformací obrazu a odstranění lokálních deformací obrazu.  
Nejprve je tedy zapotřebí zaměřit se na snímek jako celek, a zlepšit jeho celkový dojem, 
poměr signál-šum a co nejlépe zvýraznit požadovanou informaci, kterou snímek nese. Po 
zlepšení dojmu ze snímku je možné přistoupit k procedurám, které slouží k odstraňování 
různých typů deformací. Princip algoritmů je tedy založen na postupu od největších částí dané 
scény k nejmenším.  
Práce obsahuje přístupy pro odstranění deformace typu „Smile“ efekt, vzduchových 
bublin v gelu a bandů ve tvaru U. Tyto přístupy jsou založeny na klasických algoritmech pro 
zpracování obrazu a hodnoty v nich zakomponované jsou nejčastěji určeny empiricky ze série 
snímků, vytvořených po tuto práci. 
Navržené algoritmy jsou dále zapracovány do funkčního celku s grafickým 
uživatelským rozhraním v programovém prostředí Matlab, jenž je spolu s návodem k použití 
obsaženo v příloze této práce.   
Na základě získaných snímků byla vytvořena banka umělých profilů, odpovídajících 
naměřeným zkreslením, způsobeným „smile“ efekt deformací, jíž je možno užít k uživatelsky 
řízené eliminaci této deformace z kýženého snímku. 
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1 Elektroforéza  
Elektroforéza, koncepčně založená na využití elektrického pole k vyvolání pohybu částic 
v nosiči, byla vyvinuta již ve 12. století. Jako první vyvinul elektroforetickou aparaturu Tiselius 
již v roce 1937. Ta sloužila k rozšíření možností analýzy proteinů a Tiselius si později za tento 
vynález vysloužil Nobelovu cenu. Poprvé bylo k analýze aminokyselin, a dokonce některých 
organických iontů, elektroforézy použito až v padesátých letech. Krom jiného byly objeveny i 
další techniky jako například izoelektrická fokusace a izotachoforéza, které mohou být 
kombinovány s elektroforézou. Pro každou tuto techniku se však využívá jiného prostředí: gelu, 
papíru a kapiláry.  Papíru se původně jako media využívalo hlavně kvůli jeho nízké ceně, 
později však Smithies použil jako médium škrobový gel a o dva roky později byl jako médium 
Kohnem použit acetát celulózy. Až v roce 1959 byl Ornsteinem, Davisem, Raymondem 
s Weintraubem použit jako médium polyakrylamidový gel.  Později byly do gelu zavedeny 
kapiláry.[1] 
 
1.1 Princip elektroforézy 
Elektroforéza je elektromigrační metoda, která je založena na elektrokinetickém jevu, 
který se projevuje pohybem nabitých látek, rozpuštěných v elektrolytu o vhodném pH, ke 
kterému je přiloženo vnější elektrické pole o určité velikosti. Pohyb probíhá od jedné elektrody 
ke druhé, anionty k anodě a kationty ke katodě. Konstantní rychlost v (1), kterou se jednotlivé 
látky v přiloženém vnějším elektrickém poli pohybují, závisí kromě právě velikosti zmíněného 
vnějšího elektrického pole E i na elektroforetické pohyblivosti µe daného iontu (2). [5] 
 
 𝑣 =  𝜇𝑒𝐸 (1) 
 
  
Viskozita prostředí η, v němž k pohybu částic dochází, udává sílu vnitřního tření FF 
daného prostředí. Toto tření tvoří odpor sil, který v rovnováze se silou, která působí na látky či 
ionty v elektrickém poli FE vytváří výslednou mobilitu 𝜇𝑒.[2] 
 
 
𝜇𝑒 =
𝐹𝐸
𝐹𝐹
 (2) 
 
Síla elektrického pole FE je vyjádřena součinem náboje iontu s intenzitou elektrického 
pole (3) a sílu vnitřního tření FF podle (4), kde η je viskozita prostředí, r je poloměr iontu a v je 
již zmíněná rychlost iontu. 
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 𝐹𝐸 = 𝑞𝐸 (3) 
 
 𝐹𝐹 = −6𝜋ηrv (4) 
 
1.2 Gel jako elektrický obvod 
K pochopení elektroforetického zařízení stačí dvě základní rovnice. První z nich je 
klasický Ohmův zákon, který říká, že elektrické pole [V], je úměrné proudu [mA/A] 
násobenému odporem [Ohm]. Aplikované napětí jakémukoliv jednoduchému obvodu způsobí 
průchod příslušného proudu celým obvodem a napětí ve všech bodech daného obvodu klesá 
s odporem. Odpor je v případě elektroforetického zařízení dán inverzně dvěma parametry, a to 
plochou průřezu gelu a iontovou silou použitého pufru. Při samotné elektroforéze jsou tyto dvě 
složky obvykle zastoupeny hustotou gelu a napětí na gelu bude v podstatě stejné, jako celkové 
napětí přiváděné do celého obvodu. Odpor gelu (tedy vlastně celého obvodu) se dá zvýšit buď 
zmenšením tloušťky gelu, redukcí množství gel překrývajícího pufru, nebo snížením iontové 
síly použitého pufru. To vede ke zvyšování napěťového gradientu přes celý gel a má tedy vliv 
na elektroforetickou mobilitu. Základní princip elektroforézy je k vidění na obrázku (Obrázek 
1).[3] 
 
 
Obrázek 1- Obecný princip elektroforézy a) Zapojení gelu do elektrického obvodu a vložení směsi fragmentů DNA o 
různé velikosti b) Separace vlivem přiloženého elektrického pole c) Výsledné rozdělení fragmentů, [29] 
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1.3 Nejčastěji používaná média pro elektroforézu 
 
Pro elektroforézu je možno použít hned několik materiálů jako prostředí (Tabulka 1): 
 
Tabulka 1 - Materiály pro elektroforézu 
Materiál 
Papír 
Agarosa 
Polyakrylamid 
 
Jednotlivá prostředí jsou vhodná pro různé účely a aplikace. Pro většinu dnešních 
aplikací, například v biologii či kriminalistice, se používá elektroforéza gelová, která slouží ke 
zpomalování pohybu nabitých molekul na základě jejich velikosti, vzhledem k velikosti pórů 
v gelu. Papíru se, jak je již zmíněno výše, využívalo převážně dříve pro filtrace a papírovou 
chromatografii. Elektroforéza na papíru funguje na jiném principu než elektroforéza v gelu. Na 
papír, jehož konce jsou ponořeny do elektrolytu s přiloženým napětím, je nanášen vzorek a jeho 
migrace je sledována pomocí ionizovaných barviv a standardů. Papír obecně není schopen 
přenosu náboje, které by nežádoucím způsobem ovlivňovaly analyt. [1] 
 
1.3.1 Elektroforéza na agarózovém gelu (AGE) 
Tato práce se zabývá právě úpravou elektroforetických obrazů, vzniklých na 
agarózovém gelu. Jedná se o jednu z nejvyužívanějších technik, které jsou dnes používány 
k separaci nukleových kyselin. Méně často je agarózového gelu využíváno i pro separaci 
proteinů. Jako médium se, jak již z názvu plyne, využívá agarózového gelu. Hlavní složkou 
gelu je agaróza, což je přírodní polymer, který je extrahován z mořských řas, a který při zahřátí 
společně s vhodným pufrem vytváří po vychladnutí gelovou matrici v důsledku vzniku 
vodíkových vazeb. Agaróza má oproti škrobu (téže využívanému jako elektroforetické 
médium), vyšší stupeň porozity, který je možné ovlivňovat změnou koncentrace výsledného 
gelu. Čím vyšší je koncentrace dané suspenze, tím menší póry gel obsahuje, tudíž vytváří 
matrici, která je pro molekuly hůře prostupná. Díky faktu, že k výrobě klasického 
jednosložkového gelu není zapotřebí polymerizační katalyzátor, jsou tyto gelu nenáročné na 
přípravu. I přes svou popularitu má agarózový gel, jakožto médium, jisté nevýhody. Ty jsou 
společně s výhodami shrnuty v tabulce (Tabulka 2). [4][13] 
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Tabulka 2 - Souhrn výhod a nevýhod AGE 
Výhody Nevýhody 
Netoxické médium. Vysoká cena agarózy. 
Příprava gelů je jednoduchá a rychlá. Rozostřené bandy. 
Vhodné pro separaci velkých molekul DNA. 
Špatná separace vzorků o nízké molekulární 
hmotnosti. 
Je možné získat vzorky zpět roztavením 
gelu, rozložením za pomoci agarózu 
rozkládajících enzymů nebo úpravou za 
pomoci chaotropních solí. 
Zdroj: [4] 
 
1.3.2 Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu (PAGE) 
Oproti agarózovému gelu je polyakrylamidový gel mnohem pevnější a má mnohem 
vyšší porozitu, proto je polyakrylamid používanější pro vzorky o menších molekulárních 
hmotnostech. Gel pro PAGE elektroforézu je vyroben polymerizací akrylamidu  a například 
N,N´-methylenbisakrylamidu, který v reakci slouží jako síťovací činidlo. Výroba gelu je díky 
tomuto výrobnímu postupu delší a složitější, oproti klasickému agarózovému gelu však 
poskytuje polyakrylamidový gel mnoho výhod, které jsou shrnuty v tabulce (Tabulka 3), jako 
je například lepší rozlišovací schopnost, vysoká stabilita a nesporně lepší rozlišení výsledných 
fragmentů. I přes všechny výhody má polyakrylamidový gel i několik nevýhod. Jednou z nich 
je například fakt, že polyakrylamid je, v nepolymerizovaném stavu neurotoxin, a proto je 
zapotřebí vysoká opatrnost při manipulaci s ním. [4] [12] 
 
Tabulka 3 - Souhrn výhod a nevýhod PAGE 
Výhody Nevýhody 
Stabilně chemicky zesíťovaný gel Toxicita monomerů. 
Ostré bandy. Gely jsou zdlouhavé na přípravu a často 
vytékají. 
Vhodné pro separaci fragmentů o nízké 
molekulové hmotnosti. 
Pro každý pokus je zapotřebí připravit nový 
gel. 
Zdroj: [4] 
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1.4 Vizualizace elektroforézy 
K vizualizaci nukleových kyselin, obsažených v elektroforetickém gelu, je možno využít 
barviv, která jsou viditelná pod UV světlem o vlnové délce 300 nm. Aplikace UV světla na gel 
má však svá časová omezení, a to z důvodu degradace nukleových kyselin pod UV světlem, 
což vede k znehodnocení vzorku pro případnou extrakci z gelu a tato degradace zároveň 
negativně ovlivňuje ostrost vzniklých bandů. K barvení gelů se využívá například ethidium 
bromidu (2,7-diamino-10-ethyl-9-phenylphenanthridiniumbromide-) (Obrázek 2) nebo SYBR 
Green barviva. Použité barvivo migruje v gelu ve směru opačném k migraci DNA fragmentů, 
a pokud se barvivo a DNA či RNA molekula setkají, je barvivo inkorporováno mezi jednotlivé 
báze. [6] 
Ethidium bromid (Obrázek 2) je z výše zmíněných dvou možností tou využívanější, 
protože jak u DNA, tak i u RNA, je schopen detekovat jednovláknové i dvouvláknové nukleové 
kyseliny. Jeho nejvyšší excitační a emisní schopnosti se projevují nejlépe prosvícením UV 
světlem o vlnové délce 500-590 nm.  V porovnání se SYBR green barvivem je však Ethidium 
bromid méně vhodný z hlediska rozlišení právě u jednovláknových nukleových kyselin, hlavně 
z důvodu vázaní většinové fluorescence na krátké vnitrovláknové duplexy v molekulách 
jednovláknových nukleových kyselin.  Kromě okamžitého prosvícení gelu a jeho vyfocení je 
dále možno gel uložit například do plastikového sáčku a zamrazit k pozdějšímu zkoumání. 
Tento stav má však svá omezení a nesmí trvat příliš dlouho. [6] 
 
 
Obrázek 2 - Struktura ethidium bromidu, [34] 
 
V této práci jsou všechny vytvořené gely obarveny barvivem GelRedTM, které je 
vhodnou náhradou pro již zmíněný vysoce toxický a mutagenní Ethidium bromid. Pro větší 
bezpečnost je toto barvivo navrženo tak, že je jeho genotoxicita snížena nemožností prostoupení 
do živých buněk přes buněčné membrány. GelRedTM je ve všech vytvořených snímcích v této 
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práci 10x zředěn oproti svému původnímu zředění (10 000x koncentrovaný), a jeho výsledná 
koncentrace je po naředění v objemu gelu přibližně 1x. Oproti EtBr a SYBR Green barvivům 
je GelRedTM navíc mnohem citlivější a další výhodou je například jeho stabilita při pokojové 
teplotě. GelRedTM je koncipován pro prosvěcování primárně UV světlem o vlnových délkách 
312/302 nm. V grafu níže (Obrázek 3) je viditelné excitační a emisní spektrum pro barvivo 
GelRedTM (červeně) a GelGreenTM (zeleně), což je barvivo produkované stejným výrobcem 
(Pheonix Research). 
 
 
Obrázek 3 - Emisní spektra barviv - Normalizovaná excitační a emisní spektra barviv GR a GG za přítomnosti dsDNA 
v PBS pufru, [27] 
 
 
Pro srovnání je na obrázku (Obrázek 4) uvedeno ještě excitační a emisní spektrum 
ethidium bromidu. Obě spektra barviva GelRedTM jsou ve svých maximech velmi podobná 
spektrům ethidium bromidu, proto je možné použít GelRedTM jako vhodnou náhradu za 
ethidium bromid.  
 
Obrázek 4 - Excitační a emisní spektrum Ethidium Bromidu, [28] 
K prosvětlování gelů a k akvizici všech snímků v této práci byl použit transiluminátor 
Gel Logic 200 s přídatným fotoaparátem Kodak, a snímky byly převedeny do PC pomocí 
akvizičního softwaru Kodak MI SE verze 4.5.1. 
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1.5 Příprava agarózového gelu 
Pro různé aplikace elektroforézy je vhodné používat různé koncentrace agarózového gelu. 
Jedná se hlavně o fakt, že v různých koncentracích gelu se DNA fragmenty dělí rozdílným 
způsobem. V následující tabulce (Tabulka 4) je shrnuto, pro jaká rozmezí hmotnostní separace 
se hodí jaká koncentrace. Důležitý je fakt, že se stoupající koncentrací se rozmezí fragmentů 
zmenšuje logaritmicky. [5][10] 
 
Tabulka 4 - Tabulka koncentrací agarózy s odpovídajícími rozmezími molekulových hmotností separace 
Koncentrace agarózy [% w/v] 
Rozmezí molekulových hmotností 
separace lineárních molekul DNA [kb] 
0,3 60,0 – 5,0 
0,6 20,0 – 1,0 
0,7 10,0 – 0,8 
0,9 7,0 – 0,5 
1,0 10 – 0,5 
1,2 6,0 – 0,4 
1,5 4,0 – 0,2 
2,0 2,0 – 0,1 
3,0 < 0,1 
Zdroj: [5], [10] 
 
Pro výrobu kvalitního agarózového gelu je zapotřebí postupovat podle série kroků, které 
vedou k úplnému rozpuštění agarózy v požadovaném roztoku. Dle výše zmíněné tabulky 
(Tabulka 4) je tedy potřebné si navážit požadované množství agarózy, a tu rozpustit ve 
vhodném pufru bez vzniku hrudek či nerovnoměrně rozdělených koncentrací agarózy 
(v takovém typu pufru, ve kterém bude probíhat samotná elektroforéza, tedy shodný typ se 
shodnou koncentrací). Hrudky mohou vznikat za předpokladu, že se agaróza začne rozpouštět 
v pufru předtím, než je v něm homogenně rozptýlena. To má za následek obalení hrudky 
agarózy gelovým povlakem, který brání přístupu vody ke zbylé agaróze a tím i jejímu úplnému 
rozpuštění v pufru. Tomuto se dá jednoduše zabránit jak manuálním, tak i automatickým 
mícháním, například na magnetické míchačce.  
Pufr, použitý k rozpuštění agarózy, je vhodné volit dle potřebného použití. Například 
TAE (Trisacetát s EDTA) pufr je vhodné použít pro velké fragmenty, o velikosti větší, než 20kb 
a nebo pro aplikace, které vyžadují vysoké rozlišení. Pufrační kapacita a iontová síla tohoto 
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pufru je snížena, proto je pro dlouhé elektroforetické aplikace vhodné použít elektroforetickou 
vanu s řízenou recirkulací pufru, což vede k udržování stabilního pH. TBE (Trisborát s EDTA) 
je vhodné použít pro dosažení většího rozlišení malých fragmentů o velikosti menší, než 1kb a 
to z důvodu vysoké reaktivity TBE pufru s agarózou za vzniku menší pórů a tím i tužší matrice. 
Oproti TAE pufru je iontová síla a pufrační kapacita TBE pufru zvýšena, avšak TBE pufr má 
sníženou DNA pohyblivost [10].   
V další fázi je zapotřebí hydratovat částice agarózy daným roztokem. Jedná se o dlouhý 
proces. Součástí finálního kroku je tání za pomoci zahřátí na vysokou teplotu, například pomocí 
mikrovlnné trouby nebo vyhřívaného plátu. Mirkovlnná trouba však musí být používána 
s opatrností, protože příliš prudké zahřátí na vysokou teplotu může negativně ovlivnit hydrataci 
částic. Teplota tání agarózy je ve většině případů 93 °C, a zahřátí na byť jen na o několik stupňů 
nižší teplotu může vést k neúplnému roztání gelu. Je proto vždy lepší, zahřát gel na teplotu 
vyšší, než 93 °C, například až k bodu varu.  
Po poslední fázi, tedy po zahřátí agarózy, je vhodné do roztoku přidat  50µl již výše 
zmíněného barviva GelRedTM. Jeho přidání, i vzhledem k vysoké teplotě roztoku, je možné, 
díky vysoké teplotní stabilitě tohoto barviva.  
 Po této proceduře je nutné gel nalít do přípravné vaničky o požadované velikosti, pro 
tuto práci o velikosti 9x11 cm. V následující tabulce (Tabulka 5) jsou shrnuty objemy gelu pro 
tuto velikost s různými výslednými tloušťkami gelu. K vytvoření většiny gelů, použitých pro 
tuto práci, byl použit objem gelu 50 ml, tedy výsledná tloušťka gelu byla cca 0,5 cm. Tloušťka 
gelu ovlivňuje výsledné rozlišení bandů a tloušťka 0,5 cm byla tedy zvolena pro optimální 
rozlišení.[10] 
  
Tabulka 5 - Tloušťka gelu [cm] v závislosti na objemu gelu [ml] 
 Tloušťka gelu [cm] v závislosti na objemu gelu [ml]. 
Velikost gelu[cm] 0,25 cm 0,50 cm 0,75 cm 1,00 cm 
Objem gelu [ml] 25 ml 50 ml 74 ml 99 ml 
Zdroj: [10] 
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2 Zpracování obrazu 
2.1 Redukce šumu ve snímcích 
Šum, který se v obraze vykytuje vždy nezávisle na jeho původu, je možné klasifikovat 
do několika kategorií, které mohou být následně využity k výběru vhodné metody jeho 
odstranění: 
 
 Dle závislosti na obsahu obrazu. 
o Závislý - například termální šum. 
o Nezávislý - například fotografické zrno. 
 V závislosti na distribuci amplitudy a prostorové distribuce. 
o Šedý šum - většinou postihující všechny pixely v obraze. 
o Impulsní šum [Pepř a sůl] - téměř binární distribuce extrémních hodnot. 
 V závislosti na vztahu šumu k obsahu obrazu 
o Aditivní šum - nejjednodušší k odstranění, jedná se o pouhé přičtení určité 
hodnoty k pixelu v obraze. 
o Multiplikativní šum – každý pixel je vynásoben amplitudou šumu. 
o Jiné typy (například konvoluční). 
 V závislosti na charakteru frekvenční oblasti 
o Širokopásmový šum  
o Úzkopásmový šum – jedná se o kombinaci několika úzkopásmových aditivních 
nebo multiplikativních signálů, které mohou vypadat jako proužkové struktury 
tzv. moiré. 
 
Problém, se kterým se potýkají všechny metody, používané k odstranění nebo potlačení 
šumu, je ztráta ostrosti obrazu. Tento problém vzniká v důsledku faktu, že šum se vyskytuje ve 
stejném frekvenčním rozhraní, jako je spektrální komponenta nesoucí informaci o detailech a 
proto jeho potlačení vede ke ztrátě detailu v obraze a k jeho rozmazání. Díky faktu, že apriorní 
informace o spektrální distribuci poměru signál-šum není většinou známa je šum potlačen bez 
ohledu na jeho výkonovém spektru. Výsledné potlačení šumu musí tedy vždy být 
kompromisem mezi ztrátou ostrosti obrazu a zlepšením poměru signál-šum ve výsledném 
obraze. [8] 
 
V elektroforetických fantomech, vytvořených pro tuto práci, se běžně vyskytuje hlavně 
širokopásmový šum typu Šedý šum, proto bude dále podrobně popsán pouze tento typ šumu. 
Samozřejmě vždy záleží, jaký akviziční systém bude použit pro získání požadovaného 
elektroforetického snímku, proto není vyloučen ani výskyt jiného typu šumu. Pro tuto práci 
bude však popis šedého šumu a metod pro jeho odstranění dostačující. 
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2.1.1 Šedý šum a jeho potlačení 
Tento typ šumu, postihující všechny pixely v daném obraze, má mnoho možností 
původu. Jsou jimi například nedokonalosti akvizičního systému a jeho obvody, analogově-
digitální převod nebo zaokrouhlování hodnot systémových výpočtů. Na daném pixelu pak může 
být šum charakterizován jako realizace náhodné proměnné s nulovou střední hodnotou a 
s pravidelnou distribucí pravděpodobnosti ve vztahu k okolním pravděpodobnostem.  
 Hodnota pixelu je pak dána sečtením hodnoty jasu pixelu s realizací šumu. U systémů, 
u nichž je dostupnost více stejných obrazů s jinými realizacemi šumu, je možnost jeho potlačení 
dána zprůměrováním jednotlivých realizací vzhledem k faktu, že šum má konstantní hodnotu 
rozptylu ve všech realizacích a jeho hodnota se tedy s počtem průměrovaných realizací lineárně 
snižuje. 
 V tomto případě je však k dispozici pouze jeden obraz a proto je nutné přistoupit k jiné 
možnosti potlačení šumu a to k lokálnímu průměrování. Jedná se o průměrování hodnot 
okolních pixelů v určitém pevně daném okolí pixelu na pozici (i,k). Tento algoritmus má však 
svou nevýhodu v nehomogenních oblastech, kde průměrování z okolí zahrnuje do výpočtu i 
pixely, popisující detaily a to ve výsledku vede k rozostření obrazu. Obecně může být pro 
vstupní pixel 𝑓𝑚,𝑛 prostorové průměrování popsáno dle vztahu (5). 
 
 𝑔𝑖,𝑘 = ∑ 𝑐𝑚,𝑛𝑓𝑚,𝑛
𝐴𝑖,𝑘
,   (𝑚, 𝑛) ∈ 𝐴𝑖,𝑘 (5) 
 
 
Kde 𝑐𝑚,𝑛 reprezentuje váhu, danou jednotlivému pixelu, který se podílí na výsledné 
výstupní hodnotě  𝑔𝑖,𝑘 a 𝐴𝑖,𝑘 jsou okolní pixely k pixelu na pozici (i,k). 
 Obecně je realizace prostorového průměrování prováděna jako konvoluce obrazu 
s maskou o určité velikosti, která v podstatě reprezentuje PSF (Point Spread Function). Masky 
bývají obyčejně velikosti 3 X 3 a mají například tuto podobu (6): 
 
 1
9
[
1 1 1
1 1 1
1 1 1
] ,
1
10
[
1 1 1
1 2 1
1 1 1
] ,
1
16
[
1 2 1
2 4 2
1 2 1
]. (6) 
 
První maska zleva slouží k obyčejnému průměrování a vede k dosažení nejlepšího 
poměru signál-šum, bohužel však vede k nejvyšší hodnotě rozostření. Další dvě masky zvyšují 
podíl jednotlivých pixelů na výsledné výstupní hodnotě, což vede k lepšímu výsledku, co se 
ostrosti týče. 
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2.2 Kontrast a jeho transformace 
Kontrast ve scéně a úpravy s ním spojené, jsou esenciální záležitostí, co se týče jak 
zlepšení celkového dojmu z obrazu, tak i přípravy obrazu pro algoritmy, sloužící k dalšímu 
zlepšování obrazového vjemu. Pro úpravu kontrastu jsou použity transformace kontrastu, což 
jsou obvykle bodové operace, které lze chápat jako výběr výstupní hodnoty z LUT v závislosti 
na hodnotě vstupu. Funkce má tedy následující obecný předpis (7). 
 
 𝑔𝑖,𝑘 = 𝑁(𝑓𝑖,𝑘) (7) 
 
Kde N je daná transformační funkce, fi,k je vstupní pixel a gi,k je výstupní pixel. Dále je 
tedy nutné vybrat vhodnou transformační funkci N. [7] 
 
2.2.1 Histogram 
Pro pochopení jednotlivých metod transformace kontrastu je důležité si nejprve zavést 
pojem histogram. Pro šedotónový obraz se jedná o sloupcový graf, jenž poskytuje vizualizaci 
zastoupení jednotlivých stupňů šedi a četnost výskytu pro každou z těchto úrovní. Histogram 
je pak možno upravovat tak, aby vedl na co nejlepší vizuální dojem z obrazu. K pojmu 
histogram je ještě možné zavést pojem ideální obraz z pohledu expozice, což je obraz, jenž má 
všechny stupně šedi v obraze rovnoměrně zastoupeny. Na obrázku (Obr. 4) je vidět histogram 
pro snímek (Obr. 5) vlevo. Na ose x histogramu jsou zaznamenány jednotlivé stupně šedi, 
zastoupené ve snímku na obrázku (Obr. 5) vlevo a výška sloupce v ose y udává, v jaké kvantitě 
pixelů je daný stupeň šedi zastoupen v obraze. 
 
Obrázek 5 – Ukázka histogramu 
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2.2.2 Ekvalizace histogramu 
Jedná se o transformaci lineární, která slouží k docílení rovnoměrného rozložení hodnot 
jasu v histogramu. Přibližné plochosti histogramu je docíleno tím, že počty zastoupení všech 
pixelů ve všech stupních šedi jsou přibližně stejné. 
 
2.2.3 Transformace s využitím celé škály histogramu 
Tento typ transformace je označován jako po částech lineární. Účel této transformace je 
expanze histogramu na kompletní rozsah všech stupňů šedi. Tento typ transformace je vhodné 
použít, není-li využíván celý rozsah histogramu, tedy například v případě, kdy minimální i 
maximální hodnoty jasu v obraze jsou různé od svých nejvyšších, respektive nejnižších 
možných hodnot. Tedy například v šedotónovém obraze, kde bílá barva je reprezentována 
jedničkou, a černá nulou, se vyskytuje nejvyšší hodnota jasu jako 0,8 a nejnižší hodnota jasu 
jako 0,2. Samotná transformace se potom dá vyjádřit matematicky následovně (8). [7][8] 
 
 
𝑔𝑖,𝑘 =
𝑓𝑖,𝑘 − min (𝑓)
max(𝑓) − min (𝑓)
 (8) 
 
𝑓𝑖,𝑘 je hodnota aktuálního pixelu, min(f) je minimum vstupního obrazu a max(f) maximum 
vstupního obrazu. 
 
2.2.4 Gamma korekce 
Tento typ nelineární transformace původně sloužil ke kompenzaci exponenciální 
charakteristiky snímačů, avšak při transformaci kontrastu u obrazu nemáme požadovanou 
informace o této charakteristice. Při transformaci pomocí této funkce jsou extrémní hodnoty 
jasu, tedy černá a bílá, zachovány a transformace v závislosti na velikosti γ parametru a jeho 
velikosti od 1 určuje, zda je křivka mezi těmito extrémy rovná, či zakřivená. Parametr γ obvykle 
nabývá hodnot z intervalu <0,6; 2,5>. Pro hodnoty γ < 1 je výsledná křivka konkávní, pro 
hodnoty γ > 1 naopak konvexní (Obrázek 6). γ menší než 1 tedy poskytuje zvýšení kontrastu 
ve světlé části histogramu, zatímco γ větší než 1 ve tmavší části. [8] Tento typ transformace má 
funkční předpis: 
 
 
Gamma korekce je, díky svým výsledkům, nejpoužívanější transformace kontrastu, jež 
je v práci obsažena. Parametr gamma se pro každou aplikaci liší. Korekce je popsána vzorcem 
(9), kde 𝑔𝑖,𝑘 je pixel výstupního obrazu a 𝑓𝑖,𝑘 je pixel obrazu výstupního. 
 
 𝑔𝑖,𝑘 = (𝑓𝑖,𝑘)
𝛾 (9) 
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Obrázek 6 - Transformační křivky pro gamma korekci, Vlevo:  gamma=0.6, Vpravo: gamma=1.5 
 
2.3 Detekce hran 
Hrana v obraze může být identifikována jako hranice, jež ohraničuje určitý objekt, či 
jeden z prvků daného objektu. Takto definovaná hrana je jedním z důležitých atributů, který 
může být pixelem reprezentován. Pro detekci určitých prvků či objektů v obraze je proto často 
jednodušší vytvoření binární mapy hran, kde jsou hrany vyznačeny jako 0 a nehranové pixely 
jako 1, či naopak. Vytvoření této mapy je však závislé na úrovni šumu v obraze a ve výsledné 
mapě se pak mohou lokální nesrovnalosti jasu zobrazit jako hrany. [8] 
 Pro účely této práce bude momentálně stačit zmínit 2 následující přístupy k detekci hran. 
 
2.3.1 Detekce hran pomocí kompasových detektorů – aproximace první 
derivace 
Tento princip detekce hran je založen na sadě osmi směrových masek o velikosti 3x3, 
které slouží k aproximaci směrových derivací pomocí diferencí. Toho je dosaženo konvolucí 
dané masky se základním obrazem, kdy jako výsledek pro každou z těchto konvolucí je 
poskytnut jiný parametrický obraz. [8]  
 Prakticky nejjednodušší případ této detekce je detekce pouze v horizontálním a 
vertikálním směru, a je tedy zapotřebí pouze 2 masek, a to tedy pro vertikální (11) a horizontální 
(12) směr.[9] 
 
ℎ1 = [
1 2 1
0 0 0
−1 −2 −1
] (11) 
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ℎ1 = [
−1 0 1
−2 0 2
−1 0 1
] (12) 
 
 
V praxi existuje několik typů těchto operátoru. Výše zmíněný je operátor Sobelův, níže 
je pak možné vidět operátor Prewittové (13, 14) a Kirsche (15, 16).[9] 
 
 ℎ1 = [
1 1 1
0 0 0
−1 −1 −1
] (13) 
 ℎ2 = [
−1 0 1
−1 0 1
−1 0 1
]. (14) 
 ℎ1 = [
3 3 3
3 0 3
−5 −5 −5
] (15) 
 ℎ2 = [
−5 3 3
−5 0 3
−5 3 3
]. (16) 
  
Takto získané parametrické obrazy je pak zapotřebí spojit dohromady. To je možno 
provést například výběrem maximální hodnoty jasu, která se vyskytuje nad určitým prahem. 
Obecně pro jakýkoliv počet masek tuto operaci možno zapsat následovně (17).[8] 
 𝑓𝑖,𝑘 = (max
𝑗
(| 𝑓𝑖,𝑘𝑗 |) ≥ 𝑇) , 𝜃𝑖,𝑘 = 𝑗𝑚𝑎𝑥45° (17) 
 
Kde (i, k) je souřadnice daného pixelu v obraze f,  jmax je pořadí masky s nejvyšší 
absolutní hodnotou a T je zvolený práh. [8] 
Pro dvě směrové masky (horizontální a vertikální) je pak možné použití následujících 
přístupů pro kombinaci obou parametrických obrazů (18),  
 
 𝑔𝑖,𝑘 = √(∆𝑥𝑓𝑖,𝑘)
2
+ (∆𝑦𝑓𝑖,𝑘)
2
 
(18) 
 
nebo (19), 
 
 𝑔𝑖,𝑘 ≈ |∆𝑥𝑓𝑖,𝑘| + |∆𝑦𝑓𝑖,𝑘| (19) 
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kde gi,k je výsledná kombinace obou obrazů, ∆𝑥𝑓𝑖,𝑘 je gradientní obraz ve směru osy x a ∆𝑦𝑓𝑖,𝑘 
je gradientní obraz ve směru osy y. 
 
2.3.2 Detekce hran pomocí Laplaciánu – aproximace druhé derivace 
Tento přístup detekce hran vyžaduje nejen aplikaci Laplaciánu, tedy diskrétního 
Laplaceova operátoru (20), na daný obraz, ale samotná detekce hran je pak založena na 
průchodech nulou. Je-li totiž aplikován Laplacián, výsledkem je reakce masky na hranu 
zapsáním nuly mezi dvěma rozdílnými hodnotami intenzit. Výsledný binární obraz sice 
obsahuje díky tomuto přístupu více šumu, ale obvykle poskytuje oproti metodě, aproximující 
první derivaci, mnohem lepší výsledky co se polohy hran týče.[8] 
 
  
 
𝐿1 = [
0 1 0
1 −4 1
0 1 0
] (20) 
 
 Operace detekce průchodů nulou je realizována pomocí 3x3 nelineárního maskového 
operátoru (21), který operuje se čtyřmi nejbližšími sousedy prověřovaného pixelu x. 
 
 
ℎ1 = [
0 1 0
1 𝑥 1
0 1 0
] (21) 
 
Aby mohl být středový pixel x označen jako hrana (tedy jako logická 1), je zapotřebí 
splnit několik logických podmínek a není-li byť jedna z nich splněna, operátor daný pixel dále 
neprověřuje, a označí jej jako logickou 0, tedy neobsahující hranový pixel: 
 
 Alespoň jeden ze sousedů musí mít jiné znaménko než ostatní 
 Je-li rozdíl mezi extrémně odlehlými hodnotami nejbližších sousedů větší, než zadaný 
práh T. 
 Leží-li hodnota prověřovaného centrálního pixelu x mezi těmito odlehlými hodnotami. 
Takto získaná hranová reprezentace je vidět na obrázku níže (Obrázek 7). 
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Obrázek 7 – Hranová reprezentaci získaná pomocí Laplaciánu – Nalevo: původní snímek, Napravo: získaná hranová 
reprezentace 
 
2.3.3 Cannyho detektor hran 
Detekce hran pomocí Cannyho detektoru se skládá z několika kroků. Cannyho detektor 
zakládá na předpokladu, že se obraz skládá z Gaussovského šumu a z hran, které je zapotřebí 
zvýraznit a detekovat. Proto je v prvním kroku konvolucí s obrazem 𝐼(𝑖, 𝑗) aplikován filtr 
Gaussovského šumu 𝐺 (22), pro 2D signály kvůli výpočetní náročnosti nejčastěji reprezentován 
jako dva jednorozměrné filtry, jeden ve směru osy x, druhý ve směru osy y. [24][25] 
 
  
 𝐹(𝑖, 𝑗) = 𝐺 ∗ 𝐼(𝑖, 𝑗) (22) 
 
 
 Dále je zapotřebí použít některého kompasového detektoru k vytvoření gradientního 
obrazu. Nejčastěji se používá Sobelův detektor (11.1 a 11.2). Po vytvoření gradientní 
reprezentaci obrazu algoritmus dále kontroluje lokální maxima porovnáváním pixelu se 
sousedními pixely v pozitivním a negativním směru gradientu, a má-li pixel větší hodnotu, než 
pixely v těchto směrech, je zachován jako hranový. Tato operace vede na ztenčování 
hran.[24][25] 
 Poslední krok algoritmu je prahování s hysterezí, tedy se dvěma hodnotami prahu, 
maximální práh 𝑇1 a minimální práh 𝑇2. Je-li velikost gradientu pixelu  𝐹(𝑖, 𝑗) větší, než práh 
𝑇1, je tento pixel označen okamžitě jako hrana a je přemístěn na výstup. Je-li pixel menší, než 
práh 𝑇1, ale větší, než práh 𝑇2, je kontrolováno, zda spojité okolí tohoto pixelu obsahuje pixel 
s velikostí gradientu větší, než 𝑇1 a pokud ano, původně kontrolovaný pixel se objeví na 
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výstupu. Je-li však velikost gradientu v pixelu pod prahem 𝑇2, ve výstupní reprezentaci se tento 
pixel neobjeví.[24][25] 
 
 
2.4 Detekce kružnic pomocí Houghovy transformace 
Houghova transformace je hranově orientovanou segmentační technikou, která slouží 
k hledání objektů o známém tvaru v obraze. Obecný proces je založen na hledání 
parametrického vektoru p dané hledané křivky, popsané rovnicí f(p) = 0, pro takové parametry, 
aby hledaný objekt protínal dostupné úseky ve vstupní hranové reprezentaci obrazu. 
 V této práci je Houghova transformace využívána ve MATLABovské funkci 
imfindcircles, která slouží k vyhledávání kružnic v hranové reprezentaci. V tomto případě má 
parametrický prosto tři rozměry z důvodu popisu kružnice třemi parametry (23), kde r je 
poloměr hledané kružnice, 𝑥0 a 𝑦0 jsou souřadnicemi středu hledané kružnice a souřadnice (x,y) 
jsou body, ležící na kružnici. 
 
 (𝑥 − 𝑥0)
2+(𝑦 − 𝑦0)
2 = 𝑟2 (23) 
 
Houghův prostor je pro případ hledání kružnic vyplňován pomocí vykreslování dalších 
kružnic, jejichž středy leží v hranových bodech hledané kružnice (Obrázek 8). Tyto kružnice 
mají stejný poloměr, jako kružnice hledaná, budou-li všechny středy těchto kružnic ležet na 
hranách kružnice hledané, protnou se všechny v jednom bodě, který je středem hledané 
kružnice.  
Kružnice a její parametry jsou v originálním prostoru popsány shlukem bodů, 
pohybujících se kolem pozice středu původní kružnice. Shluk vznikne, pokud mají kružnice ve 
vytvořeném Houghově prostoru stejný poloměr, jako kružnice hledaná. Tato transformace je 
realizována vícenásobně pro větší množství různých poloměrů, protože hledaná kružnice má ne 
vždy známý poloměr. Při provedení transformace vzniká prostor o třech rozměrech, kdy osa x 
a osa y tohoto prostoru udává souřadnice středu pro hledanou kružnici a osa z nese informaci 
pro realizované poloměry. V trojrozměrném prostoru vzniká kužel a při prohledávání tohoto 
prostoru je tedy snaha hledat maximum, ležící v průniku co nejvíce kuželů. [23][8] 
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Obrázek 8 - Houghova transformace k hledání kružnic - kontrola, zda bod leží na kružnici, [31] 
 
2.5 Detekce čar Houghovou transformací 
Houghova transformace, respektive parametrický prostor, vytvořený Houghovou 
transformací (Obrázek 9, vpravo), může sloužit nejen k detekci kružnic nebo křivek, ale také 
k detekci rovných čar v obraze.  
 Vychází se z předpokladu, že pro každý bod (𝑥𝑖, 𝑦𝑖) výchozího obrazu platí, že všechny 
přímky jím procházející vyhovují směrnicovému tvaru rovnice přímky (24) a různým hodnotám 
parametrů jí náležejícím (𝑘, 𝑞).[17] 
 
 𝑦𝑖 = 𝑘𝑥𝑖 + 𝑞 (24) 
 
 
Obrázek 9 - Vlevo: reprezentace prostoru (x,y),  Vpravo:  reprezentace přímky v prostoru (k, q), [17] 
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V Houghově prostoru je ovšem rovnice pozměněna a to tak, že parametry k a q jsou 
funkcemi pro souřadnice (𝑥𝑖, 𝑦𝑖). [17] 
 
 𝑞𝑖 = 𝑦 − 𝑥𝑖𝑘 (25) 
 
Rovnice výše (25) popisuje přímku, procházející souřadnicovým systémem (𝑘, 𝑞). [17]  
Nyní je zjevné, že každá přímka, jež prochází bodem (𝑥𝑖, 𝑦𝑖) koresponduje s jedním 
bodem, ležícím na přímce v (𝑘, 𝑞) souřadnicovém prostoru. Pro dva pixely (P1 a P2), ležící 
na křivce souřadnicovém systému (𝑥, 𝑦) platí, že pro každý z nich je možno vyjádřit všechny 
přímky, jím procházející jedinou přímkou v (𝑘, 𝑞) prostoru. Z toho plyne, že přímka 
v souřadnicovém systému (𝑥, 𝑦), který prochází oběma pixely P1 a P2 leží v 
(𝑘, 𝑞) souřadnicovém systému v průsečíku dvou přímek, které reprezentují tyto 2 pixely. 
Všechny pixely, ležící v jedné přímce v prostoru (𝑥, 𝑦) se dají vyjádřit přímkami v prostoru 
(𝑘, 𝑞), procházejícími jediným bodem v tomto prostoru (Obrázek 10). [17] 
 
 
Obrázek 10 - Vlevo: přímka L v prostoru (x,y),  Vpravo:  přímka L v prostoru (k,q), [17] 
 
2.6 Speciální operace – semínkové vyplňování (seed fill) 
Tato operace slouží k vyplnění oblastí za pomoci přidávání pixelů v osmi-spojitém či 
čtyř-spojitém okolí (Obrázek 11) výchozího pixelu. Algoritmus pracuje tak, že v okolních osmi 
(či čtyřech) pixelech kolem zadaného výchozího pixelu („semínka“) algoritmus hledá pixely, 
jež splňují dané kritérium. [18][8][19] 
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Obrázek 11 - Ukázka čtyřspojitosti a osmispojitosti okolních pixelů, [30] 
 
Algoritmus bývá rozlišován na několik verzí [19]: 
 
Hraniční vyplňování – pixel připadá k testovanému segmentu, je-li jeho hodnota odlišná od 
hodnoty hraniční, jež byla předem definována. 
 
Záplavové vyplňování – pixel se přidán jakožto součást celku segmentu v případě, že je jeho 
hodnota shodná se zadanou hodnotou výchozího semínka. 
 
Měkké vyplňování – testovaný pixel se stane součástí celého segmentu v případě, že je jeho 
hodnota výrazně odlišná od zadané hodnoty hraniční. 
 
 Zadaný výchozí pixel může být buď definovaný uživatelem, nebo může být místo pro 
začátek algoritmu nalezeno automaticky.  
 Kritérium pro přidání pixelu může být buď statické, dynamické. Pro účely této práce je 
voleno kritérium statické, a to takové, které hledá pouze pixely o hodnotě rovnající se 1. 
 Algoritmus má několik možností ukončení. První z nich je případ, kdy algoritmus narazí 
na hranu obrazu. V tento moment záleží na charakteru potřeby algoritmu. Pokud má vyplňování 
pokračovat pouze v horizontální rovině, tedy má-li se semínko rozrůstat pouze do stran v různé 
výšce, je jakýkoliv náraz do hrany obrazu terminační. Pokud má být ovšem vyplňován celý 
segment, je terminační až doražení semínka do rohu obrazu.  
 Dalšími terminačními kritérii jsou dosažení požadovaného počtu pixelů, jenž má 
segment obsahovat, anebo vyčerpání všech okolních pixelů, splňujících kritérium.[8] 
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2.7 Speciální operace – interpolace jasových profilů 
Tato práce obsahuje mnoho algoritmů, jejichž funkčnost je zajištěna za pomoci 
interpolace hodnot v řadě. Tato operace je nutností, je-li zapotřebí prodloužit či zkrátit jasový 
profil (ať už vertikální či horizontální) v obraze.  
Interpolace je využíváno v případě, že je zapotřebí určit neznámou mezilehlou hodnotu 
pro funkci, která je natolik složitá, že její výpočet by byl náročný a proto je výhodnější použít 
vyhledání příslušné hodnoty v tabulce. Princip interpolace bodu (𝑥, 𝑦), mezilehlý mezi body 
(𝑥0, 𝑦0) a (𝑥1, 𝑦1) je k vidění na obrázku níže (Obrázek 12). Obecně by se úloha interpolace 
dala formulovat následovně: je dána množina interpolačních opěrných bodů (𝑥𝑖, 𝑦𝑖), kde 𝑖 =
0, … , 𝑛, tedy 𝑥0, … , 𝑥𝑛. Úkolem interpolace je nalézt funkci 𝑓(𝑥) z množiny funkcí tak, aby 
platilo 𝑓(𝑥𝑖) = 𝑦𝑖 a to pro 𝑖 = 0, … , 𝑛. [20]  
 
 
 
Obrázek 12 - Ukázka interpolace bodu (x,y), [35] 
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3 Tvorba fantomů  
Pro vývoj algoritmů ke zpracování elektroforetických snímku bylo zapotřebí vytvořit si 
dostatečnou databázi snímků fantomových, u kterých byla snaha některá zkreslení simulovat. 
K vytvoření těchto fantomů bylo použito různých koncentrací agarózového gelu a různých 
druhů velikostních markerů. Zároveň byla snaha o zanesení úmyslné chyby do každého 
vytvořeného gelu. Protokoly z jednotlivých měření jsou uvedeny v příloze této práce. 
 
3.1 “Smile” efekt nebo “smiling” efekt 
Jedná se o deformaci, která se běžně vyskytuje v mnoha gelech. Tento efekt je možné 
popsat jako konvexní či konkávní zakřivení všech linií v daném gelu, a to buď zrychleným 
během bočních částí elektroforézy a zpomaleným během střední části gelu nebo vice versa. 
Tento jev je následkem zahřívání gelu a celkově špatnou či nerovnoměrnou distribucí proudu a 
jím vznikajícího tepla v gelu. Tento jev je většinou způsoben, je-li na gel o různé koncentraci 
aplikováno příliš vysoké napětí. Gel se, většinou ve střední části, zahřívá, a tím stoupá jeho 
vodivost v této části, a s ní i elektroforetická pohyblivost. Velikost této deformace je tedy 
závislá na velikosti procházejícího napětí, ale také na koncentraci vytvořeného gelu. Této 
deformaci se dá zabránit například recirkulací pufru v elektroforetické vaně, což vede 
k ochlazování gelu a tím i k redukci pravděpodobnosti vzniku “smile” efektu. Na následujícím 
obrázku je možno vidět naprosto typický příklad této deformace (Obrázek 13). [3][15] 
 
 
Obrázek 13 - Ukázka "smile" efektu Zdroj: Měření 17 a) 
 
 
Během tvorby této diplomové práce bylo dále vytvořeno několik dalších snímků, 
obsahujících tento typ deformace. Bylo zjištěno, že vznik této deformace je také závislý na 
velikosti proudu, na níž je zdroj nastaven (Obrázek 14).  
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Obrázek 14 - Úroveň "smile" efekt deformace v závislosti na nastaveném proudu a napětí 
 
3.2 Poškození jamek v gelu 
Toto poškození může vzniknout buď neopatrným vytažení “hřebínku” z gelu či jeho 
odstraněním před úplným ztuhnutím gelu. Všechny bandy v cestě dané jamky budou 
afektovány tímto poškozením. Dále může poškození jamky vzniknout propíchnutím dna jamky 
při pipetování vzorků do gelu. Vpich je pak jasně viditelný, a to opět u všech bandů v dané 
cestě. Toto zkreslení je možné pozorovat na obrázku (Obrázek 15). Snímek byl získán při 
prvním testovacím měření, pro které nebyl vypracován protokol, avšak zapsaná doba běhu 
elektroforézy byla 75 minut a velikost vnějšího přiloženého elektrického pole byla 85 V.[10] 
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Obrázek 15 - Poškození jamek v gelu 
 
3.3 Bandy ve tvaru U 
Tento artefakt se vyskytoval především u již předpřipravených DNA velikostních 
markerů, které v zanášecím pufru obsahují glycerol, sloužící k zaklesnutí DNA do jamky v gelu. 
V tomto případě však glycerol pravděpodobně svou funkci nesplnil (nejspíše špatným 
navázáním se na velikostní marker, či naopak oddělením se od něj), a vzorky plně nezaklesly 
do jamek, a při spuštění elektroforézy začal vznikat artefakt bandů, který připomíná písmeno 
U.  
Po použití velikostních markerů, které nejsou předpřipravené, a směšují se se zanášecím 
pufrem, obsahujícím sacharózu k zatížení vzorků, tento problém vymizel. Aby byla vyloučena 
i chyba, vznikající špatným promícháním velikostního markeru, byly předem připravené 
markery zvortexovány. Ani to však nevedlo k odstranění tohoto artefaktu. Nejzajímavější 
faktem je, že velikost napětí či příslušná délka běhu nemá na tento artefakt žádný vliv. Dalším 
možným původem vzniku tohoto artefaktu, či spíše snížené funkčnosti zanášecího pufru, je 
stabilita velikostního markeru. Výrobci nejčastěji uvádí určitou dobu, po kterou je DNA marker 
stabilní (v tomto případě to bylo 0,5 roku), a po tomto období již stabilita není zaručena. [14] 
Ukázka U-bandů je k vidění na následujícím snímku (Obrázek 16). Elektroforéza probíhala po 
dobu 70 minut, s vnějším přiloženým napětím o velikosti 90 V. 
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Obrázek 16 - Ukázka U-bandů ve snímku U-bandy jsou patrné v celé horní polovině gelu. Zdroj: Měření 5 a) 
 
3.4 Přítomnost vzduchových bublin v gelu 
Problém výskytu bublin v gelu může vyvstat téměř při každém lití gelu do formy, není-
li dotyčný pracovník dostatečně opatrný (Obrázek 17). Pokud k výskytu bublin v gelu dojde, je 
důležité tyto bubliny odstranit dříve, než dojde k tuhnutí gelu. Optimální však je, provést toto 
v prvních 1 až 2 minutách po nalití gelu, protože později mohou zásahem do gelu vznikat 
nerovnosti na povrchu gelu. Pokud však přesto dojde k výskytu vzduchových bublin v gelu, 
předpokládalo se, že tato nehomogenita způsobí deformaci, která se bude šířit dále od okolí 
místa přítomnosti bubliny. K deformaci v gelu sice dojde, ale pouze v místě výskytu bubliny. 
Průběh vzorku se v daném místě vychyluje do stran od místa výskytu bubliny a v bublině 
dochází k jistému druhu optické deformace. Charakter této deformace připomíná optické 
zmenšení obrazové informace, obsažené v místě výskytu vzduchové bubliny. Elektroforéza 
byla spuštěna s prvotní délkou běhu 60 minut, a tato délka byla navýšena ještě o dalších 20 
minut. Velikost přiloženého vnějšího napětí byla 70 V. 
 
 
 
Obrázek 17 - Snímek gelu se zanesenými vzduchovými bublinami Zdroj: Měření 15 b) 
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3.5 Nehomogenní koncentrace gelu 
Tento fantom byl vytvořen za předpokladu, že bude-li koncentrace gelu v celém objemu 
nehomogenně rozložena, projeví se deformace jako různá rychlost průběhů jednotlivých 
vzorků. Počátečním předpokladem tedy byla změna rychlosti prostupnosti molekul místy o 
různých koncentracích.  
 Gel byl vytvořen tak, že po rozptýlení agarózy v nezahřátém pufru a po následném 
zahřátí této směsi, nebyla už směs jakkoliv promíchávána. Po nalití gelu a jeho zatuhnutí bylo 
už pohledem patrné, že gel má v některých místech slabší matrici. To vedlo ke zhroucení 
některých zanášecích jamek, a tím i k jejich mělkosti, takže vzorek v několika případech 
z jamky unikl, následkem čehož jsou některé vzorky v gelu téměř neviditelné. Ke změně 
prostupnosti došlo například v 1. a poslední jamce (Obrázek 18), avšak díky ostatním 
zkreslením, vzniklým v tomto gelu, není možné přesně určit charakter změny rychlosti, a tedy 
nelze dle něj jakkoliv navrhnout reparační algoritmus. Celková doba běhu elektroforézy po 
jednom navýšení doby běhu byla 100 minut, s velikostí vnějšího přiloženého napětí 70 V. 
 
 
 
Obrázek 18 - Snímek nehomogenně rozložené koncentrace gelu Zdroj: Měření 15 a) 
 
3.6 Řez do gelu 
Při tvorbě fantomů bylo uvažováno, že pokud bude gel v nějakém místě mechanicky 
poškozen, může v tomto místě dojít ke vzniku geometrického zkreslení. Proto byla u jednoho 
z gelů skalpelem provedena série řezů s hloubkou cca 3 mm, jejichž přibližné prostorové 
rozložení je znázorněno na obrázku (Obrázek 19) vlevo. Poté byly do jamek aplikovány vzorky 
a elektroforéza byla za normálních podmínek spuštěna. Předpoklad byl takový, že v daných 
místech vznikne směrová geometrická deformace prostupu vzorku, tedy že vzorek při prostupu 
daným řezem změní svůj směr, či dojde k jeho momentálnímu vychýlení. Avšak po získání 
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výsledku bylo zjištěno, že ani při takto silném zásahu do gelu nevznikne v gelu geometrická 
deformace žádná. Jediným důkazem o řezu je drobná obrazová nehomogenita v místě řezu, 
která je však způsobena pouze lomem UV světla na hraně řezu a je téměř zanedbatelná.  
Výsledek je k vidění na obrázku níže (Obrázek 19). Elektroforéza byla nastavena na dobu běhu 
90 minut s přiloženým vnějším napětím o velikosti 70 V. 
 
 
Obrázek 19 - Snímek gelu s několika diagonálními řezy Vlevo: ukázka míst řezu, Vpravo: samotný výsledný gel  
Zdroj: Měření 16 b) 
 
3.7 Nevhodné zředění vzorků 
Výsledek elektroforetického snímku je silně ovlivněn zředěním použitého velikostního 
markeru. U markeru, který je používán pro většinu fantomů, tedy u klasického 100bp markeru, 
bylo obvykle ředění následující: 
 
1µl 100bp velikostního markeru, 
2µl zanášecího barviva (6X), 
7 µl H2O, 
 
tedy v poměru 1:2:7.  
 
V následujícím snímku bylo použito naprosto stejné zředění 100bp PCR velikostní 
markeru, avšak pro tento typ markeru by mělo být použito mnohem menší zředění. Dle 
přiložené technické dokumentace je zředění pro tento typ markeru 5:2:5. Jak je ze snímku 
patrné (Obrázek 20), nízký obsah GelRed vážícího DNA způsobuje nízký kontrast mezi gelem 
a samotným vzorkem a zároveň způsobuje zašumění snímku. Elektroforéza v tomto případě 
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proběhla s přiloženým napětím o velikosti 130 V s dobou běhu 45 minut, protože byla snaha u 
tohoto gelu simulovat průběh „smile“ efektu. 
 
Obrázek 20 - Snímek gelu se špatně zředěnými vzorky Zdroj: Měření 13 b) 
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4 Návrh algoritmů pro zlepšení kvality gelu 
V této kapitole jsou popsány navrhnuté přístupy ke kompenzaci obrazových zkreslení a 
deformací, vytvořené na základě vzniklých fantomů. 
Kromě geometrických deformací vzniká při záznamu snímku gelu mnoho artefaktů, 
které jsou způsobeny například nečistotami v gelu či nečistotami v prosvěcovací komoře, nebo 
například šum, vznikající nadměrným zředěním vzorku. 
 Všechny fantomy, jež byly nasnímány pro tuto práci, jsou nasnímány s expozičním 
časem 2 s. Výsledná ostrost snímku však nezáleží jen na parametrech přiloženého fotoaparátu, 
ale také na obsahu barviva GelRedTM a na množství vzorku, který byl do gelu injektován. 
Všechny snímky pak byly hned po vyfocení transformovány na negativ, a to přímo v programu 
pro jejich nasnímání. 
 Úpravu obrazu je nutné si rozdělit do několika kategorií. Jako první bude prováděna 
globální úprava obrazu. Tato kategorie obsahuje například odstranění šumu, transformaci 
kontrastu, nebo odstranění izolovaných pixelů.  
V další kategorii bude zapotřebí se zaměřit na deformace takového charakteru, které 
ovlivňují více vzorků v gelu. Do této kategorie se dá zahrnout například již zmiňovaný „Smile“ 
efekt či distorze, způsobené obsahem bublin v gelu. 
Poslední kategorie úprav se bude zabývat úpravou již samotných vzorků, tedy 
jednotlivých průběhů a v nich obsažených bandů.  
Blokové schéma celého postupu je vidět na obrázku níže (Obrázek 21) 
 
 
Obrázek 21 - Blokové schéma zpracování snímku 
Posledním krokem, který je proveden po vytvoření výstupního obrazu, je tvorba 
mediánového obrazu. Jedná se o jednoduchý proces, který vede k odstranění šumu v pozadí a 
ke zkvalitnění a zvýšení reprezentativnosti informace v obraze.  
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4.1 Výřez zájmové oblasti a globální úpravy obrazu 
Většina obrazů, která vznikla během tvorby této práce, ale i mimo ni, neobsahuje pouze 
snímek gelu, ale díky velikosti zorného pole fotoaparátu v UV-transiluminátoru také okolí gelu. 
To má většinou naprosto jinou úroveň jasu, než gel a jeho obsah, a proto je pro zpracování 
snímku gelu nevýhodné a rušivé. Je zapotřebí toto okolí z obrazu tedy nějakým způsobem 
odstranit. Zároveň bývá gel často špatně vycentrován vůči zornému poli fotosystému. I tento 
problém je pro účely dalšího zpracování snímku nutno odstranit. 
 Byl tedy vytvořen přístup, založený na detekci hran v binární reprezentaci snímku. 
V prvním kroku je pozadí v obraze vynulováno pomocí prahování hodnot. Práh je nastaven 
jako průměrná hodnota ze čtyř rohových bodů v obraze. Jakákoliv hodnota v obraze, která se 
nachází nad tímto prahem, je vynulována. Díky této operaci jsou hrany v obraze zvýrazněny 
pro další operace. Obraz je následně filtrován mediánovou filtrací, díky čemuž zanikne případná 
ostrost některých jemných hran, které by paradoxně mohly způsobovat detekčnímu algoritmu 
problémy. Hrany se však díky této operaci také posunou, což je ovšem řešeno dále v algoritmu. 
Hrany jsou první zvýrazněny pomocí Laplaceova operátoru a následně jsou převedeny na již 
binární hranovou reprezentaci (Obrázek 22).  
 
 
Obrázek 22 - Binární reprezentace obrazu vytvořená za pomoci operátoru Laplaciánu Gaussianu a prahování obrazu 
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Obraz, již v binární reprezentaci, je dále podroben morfologickým operacím, které 
zajišťují, že jsou hrany, oddělující okolí gelu od gelu, skutečně výrazné a Houghova 
transformace je bude téměř ve všech případech registrovat. Kromě operací, jež odstraňují 
odlehlé pixely, či provádějí morfologické operace uzavření, je provedena pětkrát po sobě 
operace, která slouží k zvětšení tloušťky čar. Tato operace je důležitá z hlediska detekce 
rovných čar Houghovou transformací, protože díky ní jsou hrany v obraze snáze 
registrovatelné.  
Po těchto operacích je provedena samotná Houghova transformace a detekce čar 
v obraze. Brány v potaz jsou však pouze nejdelší 2 z nich, tedy ty, znázorňující vertikální hrany 
gelu sdílené s okolím. Tyto čáry jsou důležité také pro výše zmíněnou nápravu pootočení gelu 
v komoře. Díky vrchní a spodní x souřadnici je možné zjistit, jestli je obraz nějakým způsobem 
rotován. Pokud je rotace zjištěna, je použito rozdílu v posunu x souřadnic k přepočtu na úhel a 
o tento úhel je následně obraz otočen, čímž je původní rotace napravena. Celý proces detekce 
čar v obraze se následně opakuje, a registrovaných čar je následně použito (s příslušným 
posunem) k ořezání obrazu.  
Aby byl však výřez kompletní, je provedeno zprůměrování všech sloupců pixelů 
v obraze otočeném o 90°, čímž vznikne vertikální (z obecného pohledu horizontální) profil 
obrazu (Obrázek 23, dole), v němž je následně detekována pozice začátku a konce místa 
s nejmenší energií v signále. Tento úsek reprezentuje místo v gelu, nesoucí majoritní část 
informace. Výřez gelu je proveden z původního snímku obrazu, tedy ne z toho, jenže je filtrován 
a upraven pro účely detekce hran. 
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Obrázek 23 – Nahoře: Snímek otočený o 90°, Dole: Horizontální profil snímku, otočeného o 90° 
 
Takto vytvořený výřez obrazu je potom připraven k dalšímu zpracování. Algoritmus je 
nastaven tak, aby pokud možno dokázal odstranit všechny rušivé elementy, které by následně 
bránily v analýze snímku.  
 
Dále je důležité se zaměřit na šum, obsažený v obraze. Ve většině snímků je obsažen 
pouze šedý šum, tedy takový, který postihuje každý pixel v obraze. Tento problém je jednoduše 
možné vyřešit klasickou filtrací pomocí lokálního průměrování. Síla šumu není známa, proto 
se jako jeden z možných ukazatelů zlepšení šumu v obraze může jevit rychlé stanovení rozptylu 
šumu 𝜎𝑛 v obraze [10]. Ten je možné stanovit pomocí lokální masky (26), označené jako N, 
 
 
𝑁 = [
1 −2 1
−2 4 −2
1 −2 1
] (26) 
 
a její konvolucí s obrazem dle následujícího vztahu (27) 
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𝜎𝑛 = √
𝜋
2
1
6(𝑊 − 2)(𝐻 − 2)
∑ |𝐼(𝑥, 𝑦) ∗ 𝑁|.
𝑂𝑏𝑟𝑎𝑧 𝐼
 (27) 
 
W je šířka daného obrazu I v pixelech a H je jeho výška v pixelech. Čím nižší bude výsledná 
hodnota 𝜎𝑛, tím lépe bude šum eliminován. Je však vždy nutné podotknout, že přílišné 
odstranění šumu může vést k odstranění podstatných detailů v obraze. 
 Další globální úpravou, nutnou, ke zlepšení vizuální kvality obrazu, je transformace 
kontrastu. Dle vytvořených fantomů není vždy možné aplikovat příliš silnou transformaci, jako 
například ekvalizaci celého histogramu, a to hlavně kvůli velkému zastoupení pozadí v obraze. 
Jako nejlepší možnost zlepšení kontrastu se zatím, dle subjektivního pozorování, jeví gamma 
korekce. Transformace kontrastu je však přesně tou operací, po jejímž provedení je vhodné opět 
provést filtraci pomocí lokálního průměrování, protože obraz se zdá být znovu zatížen šedým 
šumem.   
 Poslední operací, kterou je ještě možné provést jako globální úpravu, je morfologická 
operace, sloužící k odstranění samostatných pixelů v obraze. Tato operace je důležitá hlavně 
z hlediska dalších úprav, kdy by samostatné pixely mohly být zobrazeny jako falešné hrany, 
nebo by způsobovaly problémy vyhledávacím algoritmům. Odstranění samostatných pixelů je 
realizováno pomocí funkce, která kontroluje, zda se v binárním obraze vyskytuje zmíněný 
patern (28), a pokud ano, je centrální prvek, v tomto případě 1, zaměněn za opačnou binární 
hodnotu, tedy 0. 
 
 
𝑀1 = [
0 0 0
0 1 0
0 0 0
] (28) 
 
Na obrázku níže (Obrázek 24) je k vidění snímek gelu, získaný po proběhnutí 
elektroforézy a na snímku napravo od něj je k vidění výsledný obraz po aplikaci lokálního 
průměrování, které slouží k odstranění zjeveného šumu v obraze. Síla šumu je v obraze 
(Obrázek 24) vlevo 𝜎 = 0,9020 a po filtraci lokálním průměrováním maskou o velikosti 5x5 
pixelů, tedy v obraze vpravo 𝜎 = 0,0366. 
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Obrázek 24 - Snímek před a po provedení lokálního průměrování Zdroj: Měření 13 b) 
 
4.2 Odstranění globálních deformací 
 
4.2.1 Odstranění deformace vzduchových bublin 
První globální deformací, na kterou je nutno se v tomto oddíle zaměřit, je přítomnost 
vzduchových bublin ve snímku gelu. Přítomnost těchto artefaktů může silně ovlivňovat 
detekční algoritmy a zároveň může být charakter vzduchových bublin narušen následujícími 
úpravami.  
Prvním krokem pro eliminaci bublin v obraze je jejich detekce k dalšímu zpracování. 
Pro tuto operaci se jako nejpříhodnější jeví detekce kružnic, znázorňující bubliny v gelu, 
pomocí Houghovy transformace v binární reprezentaci původního obrazu. Houghova 
transformace je již zmíněna v kapitole výše, a její funkčnost není omezena pouze na kruhová 
primitiva, nýbrž i na rovné čáry v obraze. 
K získání binární reprezentace se jako nejlepší operátor osvědčil Laplacián Gausiánu 
(Obrázek 25), který je popsán v kapitole, dříve obsažené v této práci. V této reprezentaci jsou 
kruhová primitiva nejzřetelnější.  
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Obrázek 25 - Ukázky hranové detekce, Vlevo: Laplacián Gausiánu, Uprostřed: Operátor Prewittové, Vlevo: Sobelův 
operátor 
 
Po vytvoření hranové reprezentace (Obrázek 26) byla snaha vylepšit přítomná 
primitiva použitím morfologických operací. Avšak po pokusech o operátor morfologického 
přemostění a „ztluštění“ obrysů některá primitiva ve formě kružnic ztratila svou konturu a 
Houghouva transformace nebyla schopna tyto primitiva detekovat.  
Dalším krokem je tedy detekce kružnic v obraze Houghovou transformací. Tato 
transformace je založena na principu, jenž je popsán výše v této práci.  
 
 
Obrázek 26 – Hranová reprezentace obrazu obsahující bubliny 
 
Po detekci všech kružnic znázorňujících potencionální bubliny, je získán jejich střed (cx 
a cy) a jejich poloměr r, díky nimž je možno kružnici ze vstupního obrazu vyjmout a aplikovat 
úpravy před jejím opětovným vložením (Obrázek 28). Celý proces, vedoucí k nalezení 
poloměrů a středů, je popsán blokovým schématem níže (Obrázek 27). 
 
Obrázek 27 - Postup získání poloměrů a středů kružnic 
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Obrázek 28 - Bližší pohled na detekované bubliny Zdroj:  Měření 19c) 
  
 Algoritmus, který operuje s výřezem bubliny, z původního obrazu, byl navržen na 
základě dat, získaných z měření pro tuto diplomovou práci. Vzduchová bublina, která je 
přítomna v obraze, způsobuje deformaci, který se projevuje jako zmenšení informace, přítomné 
v této bublině a okolní informace a úroveň zmenšení závisí na velikosti bubliny. Díky 
fantomům, získaným z jednotlivých měření, bylo možné sestavit tabulku poloměrů 
jednotlivých bublin a procento poloměru (Tabulka 6), které je nutné z každé jedné vzduchové 
bubliny vyjmout a zvětšit. To odpovídá rozsahu od 60 % do 68 %. Bylo využito několika 
velikostí kružnic (bublin) a na základě dojmu nejlepší korekce bylo nalezeno procento 
poloměru, jež obsahuje největší množství informace v kružnici. Poloměry, nalezené in silico a 
procenta, určená ručně, jsou k nahlédnutí v tabulce níže. 
 
Tabulka 6 - Procentuální velikost výřezu z poloměru pro dané poloměry 
Pořadí 1 2 3 4 5 6 7 
Poloměr [px] 23,11 25,54 30,97 34,14 37,57 40,97 41,97 
Procento z poloměru [%] 0,600 0.613 0.627 0.640 0.653 0.667 0.680 
 
 
Algoritmus tedy pracuje tak, že zapíše poloměr dané bubliny a procento, které je nutné 
vyjmout ke zvětšení, určí interpolací z hodnot, získaných z předchozích měření (Obrázek 29). 
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Obrázek 29 - Polynomiální proložení hodnot z tabulky polynomem 9. stupně (Tabulka 6) 
Níže je možné vidět snímek gelu s přítomnými vzduchovými bublinami a vedle něj 
jsou procentuální výřezy daných kružnic (bublin) i s procentem, které je vyňato z původního 
poloměru. K vytvoření masky, díky které je možné bublinu vyjmout, je použito upravené 
rovnice kružnice (29), která zjišťuje, zda bod leží uvnitř kružnice. 
 
 (𝑥 − 𝑐𝑥)2 + (𝑦 − 𝑐𝑦)2 < 𝑟2 (29) 
 
 
Kde x a y jsou velikosti původního obrazu, cx a cy jsou souřadnice středu kružnice a r 
je poloměr kružnice. 
 
 
Obrázek 30 - Zobrazení výřezu bublin po vynásobení původního ořezu kruhovou maskou 
 
 Po určení interpolací z původních hodnot je daná procentuální část z již původně 
vyřezaného obrazu znovu vyňata (Obrázek 30), a je postupně zvětšována do původní velikosti.  
 Posledním krokem je navrácení upraveného výřezu vzduchové bubliny zpět do 
původního obrazu. Díky procentuálnímu vyřezání určité vnitřní složky a díky iterativnímu 
zvětšování na původní velikost však dochází k tomu, že nový, zvětšený obraz nemusí naprosto 
přesně lícovat s původním obrazem, což vede ke vzniku černých obrysů v daném místě. Těch 
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je nutno se zbavit, a proto je napřed pořízen výřez nejen vzduchové bubliny, ale i jejího okolí, 
do něj je zvětšenina obrazu s bublinou (kruhová) vložena, a okolí, ve formě tmavých či černých 
pixelů je nahrazeno průměrnou hodnotou z původního výřezu vzduchové bubliny i s okolím. I 
po této operaci jsou však hrany upravené vzduchové bubliny zřetelné, a proto je celý snímek 
po navrácení vyřezané části znovu filtrován mediánovým filtrem o velikosti 3x3.  
 
 
Obrázek 31 - Blokové schéma detekce a odstranění bublin ve snímku 
 
 
4.2.2 Odstranění „Smile“ efektu 
Jednou z obecných deformací, jejíž vznik je zapříčiněn vysokou teplotou gelu 
v důsledku průchodu vysokého proudu, a jejíž podrobnější popis je zmíněn dříve v této práci, 
je „smile“ efekt. Jedná se o deformaci, která postihuje každou část gelu, a způsobuje 
obloukovité zkreslení.  
Samotná úroveň smile efektu se liší s velikostí přiloženého vnějšího napětí a vzniká 
v mnoha podobách. Algoritmus, jež je popsán v této práci, je odolný pouze vůči takové podobě 
smile efektu, která příliš nevychyluje jednotlivé průběhu vzorků do horizontální roviny, avšak 
způsobuje posun v rovině vertikální. 
Prvním krokem pro stanovení odhadu průběhu tohoto zkreslení je redukce pozadí 
v celém snímku. K tomuto účelu slouží funkce back_remove.m. Obraz je předzpracován 
pomocí gamma korekce s γ = 1.5. Odstranění pozadí je založeno na principu odstranění 
signálového driftu, který v signálu reprezentuje pozadí. Toho je možno dosáhnout vytvořením 
obálky signálku a přičtením obálky k původnímu signálu. Obálku signálu může být vytvořena 
pomocí plovoucího okna o pevné velikosti, které iterativně skenuje signál a vyhledává 
maximum, tedy vlastně maximální jas, v daném okně. Tato hodnota maxima je následně 
odečtena od nejvyšší jasové hodnoty, tedy 1, díky čemuž je vytvořena obálka, reprezentující 
pozadí v obraze. Po odečtení obálky (Obr. 30) je drift z původního signálu odstraněn, což reálně 
znamená odstranění homogenní formy pozadí z obrazu.[16] 
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Houghovou 
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Obrázek 32 - Vertikální sloupec obrazu převeden na signál, před (nahoře) a po (dole) odečtení obálky (nahoře 
červeně) 
 
Tato operace je provedena u všech sloupců v obrazu, tedy u 1D reprezentace sloupců 
v obrazu, a ty jsou následně navráceny a poskládány do původního celku. Na obrázku níže je 
vidět srovnání původního obrazu s obrazem s redukovaným pozadím (Obrázek 33). 
 
 
Obrázek 33 - Snímek před a po redukci pozadí 
  
V následujícím kroku je vytvořen horizontální profil obrazu vybráním minima ve 
vertikálním směru. Tohoto profilu je využito k nalezení minim a maxim, reprezentujících místa 
přítomnosti a nepřítomnosti vzorku v gelu. Minima a maxima jsou nalezena pomocí okna, které 
odpovídá šířce bandů, přítomných v gelu. Tato šířka je zjištěna pomocí funkce analyze.m. Profil 
s detekcí minim a maxim je k vidění níže i s vyznačením hranic do snímku gelu (Obrázek 34). 
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Obrázek 34 - Horizontální profil obrazu s detekcí maxim a minim (minimální hodnoty) 
 
 Následně je zapotřebí nalézt samotný charakter smile efektu. Empiricky na základě 
získaných snímků bylo zjištěno, že charakter deformace je dán sklonem posledních (eventuálně 
prvních) bandů v průbězích.  Takto je usuzováno z teorie, že pokud má band průběhu n-1 
klesající charakter, bude band průběhu n posunut níže, než band průběhu n-1. Naopak pokud 
má band průběhu n-1 charakter stoupající, je následující bank umístěn výše. Pokud není u bandu 
detekován sklon žádný, předpokládá se, že band následující nebude klesat ani stoupat, tedy že 
jeho posun oproti bandu předchozímu je nulový. Jedinou výjimkou je téměř vždy band průběhu 
následujícího po průběhu prvním. Tato teorie je demonstrována na obrázku níže (Obrázek 35).  
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Obrázek 35 - Vzájemný posun identických bandů díky "smile" efektu a předpoklad stoupání a klesání na základě 
předchozího bandu 
Na této úvaze je tedy založen algoritmus, který určuje, o kolik má být celý průběh 
posunut, na základě sklonu posledního bandu předchozího průběhu. Pro detekci tohoto sklonu 
(Obrázek 36) je tedy zapotřebí znát alespoň 2 polohy bandu, první v jeho levé části a druhý 
v jeho pravé části. Pokud jsou od sebe tyto 2 hodnoty odečteny, je získán, ať už kladný, nebo 
záporný, sklon tohoto bandu. Sklony posledních bandů, vztahující se ke snímku níže (Obrázek 
36) jsou obsaženy v tabulce (Tabulka 7). 
 
 
Obrázek 36 - Zobrazení detekce sklonu v posledním bandech jednotlivých průběhů  
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Tabulka 7 - Velikost sklonu posledních bandů ve formě velikosti rozdílu pixelů v mezi dvěma pozicemi poloh jednoho 
bandu 
Pořadí průběhu n n+1 n+2 n+3 n+4 n+5 
Velikost rozdílu r [px] 0 5 3 4 0 3 
 
 Dle charakteru smile efektu přítomného ve snímcích, na nichž byl algoritmus testován, 
bylo určeno, že pokud má smile efekt stoupající profil, je úroveň stoupání stupňujícího se 
charakteru, a proto je pro jeho kompenzaci výhodné hodnoty po sobě následujících kladných 
rozdílů kumulativně sčítat. Pro tento případ je však nutno ověřit u povodní detekce, že se 
skutečně o stoupající (či klesající) profil jedná v celém profilu snímku. To je ověřeno sumací 
celého vektoru p, a tato sumace je následně kontrolována kvůli velikosti sumy. Pokud je suma 
blíže nule (tedy je menší než 5 a zároveň větší, než -5), je provedena operace kumulativní 
sumace vektoru r (30).  
 
∑ 𝑝(𝑖)
𝑛
𝑖=1
< 5 ∧  ∑ 𝑝(𝑖)
𝑛
𝑖=1
> −5 ,                            𝑝 = 𝑐𝑢𝑚𝑠𝑢𝑚(𝑟) (30) 
 
Pokud je však suma všech rozdílů ve sklonu posledních bandů v průbězích větší než 5, 
nebo menší než -5, není provedena kumulace, nýbrž výpočet „posunovacího“ vektoru. První 
hodnota z „posunovacího“ vektoru p je určena jednoduše součtem prvních dvou pozic vektoru 
rozdílů r ve sklonu bandů a další hodnoty vektoru p jsou potom určeny následovně (31): 
 
 𝑝(𝑖) = [(𝑟(𝑖) + 𝑟(𝑖 + 1)) ∗ 2] + 𝑟(𝑖 − 1) (31) 
 
Kde 𝑖 = 2, … , 𝑛-1. Vektor z obrázku výše bude tedy nakonec vypadat následovně. 
 
Tabulka 8 - Úprava velikosti rozdílu (sklonu) pro účely interpolace, regulace síly 
Pořadí průběhu i i+1 i+2 i+3 i+4 
Velikost rozdílu [px] 5 21 35 43 49 
 
Následně je obraz rozdělen na jednotlivé průběhy (n + 1, … , n + 5) a všechny sloupce 
v každém průběhu jsou interpolovány na počet vzorků větších nebo menších vůči původní délce 
dle přičteného, eventuálně odečteného rozdílu z vektoru p, kdy pro 𝑝𝑟ů𝑏ěℎ(𝑛 + 1) je použit 
posun 𝑝(𝑖). Díky tomuto přístupu dojde ke korekcí výšek jednotlivých průběhů o daný posun. 
Pokud však vektor, dle kterého má interpolace probíhat, obsahuje extrémní hodnoty rozdílů 
sklonu (empiricky bylo určeno, že po vypočtení vektoru je možní brát jako extrémní hodnotu 
posun větší nebo menší než 60 pixelů), korekce z důvodu možnosti zkažení snímku neproběhne.  
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 Vzhledem k povaze smile efektu je algoritmus doplněn tak, že po povedení prvního 
cyklu úprav, popsaných výše, je snímek zrcadlově otočen podle horizontální osy, a celý proces 
se opakuje. Tím dojde k vyrovnání smile efektu i ve vrchní polovině daného snímku. 
 
4.2.1 Banka vektorů pro odstranění „Smile“ efektu 
Na základě poznatků a pozorování, získaných při tvorbě algoritmů pro odstranění 
„smile“ efekt distorze byla sestavena číselná banka, obsahující 18 profilů, jejichž charakter by 
měl být, ať už samostatně, nebo ve vzájemné kombinaci, odpovídající charakteru možných 
přítomných „smile“ efekt deformací. Každý profil se skládá z pěti čísel, která mohou nabývat 
hodnot 1, 2 a 0, případně -1, -2. 
 Aplikace jednotlivých profilů je realizována pomocí interpolace těchto pěti čísel na 
počet průběhů vzorku ve snímku, jež do algoritmu vstupují. Po interpolaci jsou čísla 
zaokrouhlena. Tato banka je v pozdějších kapitolách používána k manuálnímu odstraňování 
těchto deformací, přičemž je vždy zmíněno číslo použitého profilu a úrovně, v níž je tato 
deformace přítomna. Je vhodné provádět aplikaci korekčních profilů jak na spodní část snímku, 
tak na jeho vrchní část, což je umožněno tlačítkem pro rotaci snímku, obsaženým ve vytvořené 
aplikaci. 
 Úrovně jsou předdefinovány jako množina čísel {5,10,15,20}, z nichž uživatel může 
jedno zvolit a tímto číslem je vynásoben vybraný profil. Tabulka s hodnotami profilů a jím 
náležícími grafickými prvky je vidět níže (Tabulka 9). 
Tabulka 9 - Banka vektorů profilů pro úpravu smile efektu s příslušnou grafickou reprezentací 
Profil 1 2 3 4 5 Grafika 
1 0 0 1 2 2 
 
2 0 0 -1 -2 -2 
3 0 1 2 2 2 
4 0 -1 -2 -2 -2 
5 -1 -2 -2 -2 -2 
6 1 2 2 2 2 
7 0 -1 -2 -1 0 
8 0 1 2 1 0 
9 -1 -2 -2 -2 -1 
10 1 2 2 2 1 
11 0 0 1 2 1 
12 0 0 -1 -2 -1 
13 1 2 1 0 0 
14 -1 -2 -1 0 0 
15 0 2 0 -2 0 
16 0 -2 0 0 0 
17 0 0 0 1 2 
18 0 0 0 -1 -2 
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4.3 Odstranění lokálních deformací 
Posledním krokem v úpravě elektroforetického snímku je odstranění lokálních 
deformací. V tomto kroku bude zapotřebí rozdělit snímek na jednotlivé segmenty, například 
proužky jednotlivých vzorků, provedení úprav v těchto samostatných částech a jejich 
následovné spojení do výsledného obrazu. Tyto operace jsou zařazeny jako poslední, protože 
se v nich bude pracovat s drobnými částmi gelu (nebo přímo s jednotlivými bandy) a díky 
předchozím úpravám je možné, že buď některé z těchto drobných deformací zaniknou anebo 
bude minimálně zjednodušena jejich detekce.  
 Lokální deformací, na jejíž odstranění je program uzpůsoben, je deformace ve formě U-
bandů, tedy bandů, jejichž profil má charakter písmena U. Tato deformace je přítomna nejen u 
prvních bandů v daném průběhu, ale většinou jsou jí postiženy i bandy v daném průběhu 
následující (Obrázek 37). 
  
 
Obrázek 37 - Náhled na průběh, obsahující U-bandy 
 
Nutnost je tedy nezaměřit se pouze na odstranění deformace z prvního bandu v průběhu, 
nýbrž z alespoň přibližného počtu bandů následujících, u nichž je možnost, že jsou touto 
deformací také postiženy. Algoritmus je proto uzpůsoben tak, že i když se při detekci těchto 
deformací zaměřuje pouze na jeden band v průběhu, výsledná korekce je aplikována na větší 
výřez celého průběhu.  
 Prvním krokem k odstranění těchto deformací, je jejich korektní detekce. Gel je opět 
rozdělen na jednotlivé průběhy pomocí algoritmů, jež jsou popsány v kapitolách výše. O 
charakteru obrazu je tedy známo, kde jsou hranice jednotlivých průběhů a také středy 
jednotlivých průběhů, pro tuto kapitolu označeny jako S(n), kde n je pořadí průběhu. Po této 
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operaci je již možné přistoupit k operaci samotné detekce případných U-bandů. Bylo 
odpozorováno, že nejjednodušší formou detekce je detekce v binárním obraze výřezu (Obrázek 
38, uprostřed) s takovouto deformací. Nejlepší výsledek vykazovalo vytvoření hranové 
reprezentace za pomoci Cannyho lokálního operátoru a morfologických operací přemosťování, 
ztenčování, čištění izolovaných pixelů a dilatace pro úpravu binární reprezentace.[24][25] 
 Po těchto úpravách je pro n-tý průběh vyňat sloupec z binární reprezentace, procházející 
vertikálně průběhem v jeho středu S(n) (Obrázek 38, uprostřed). 
  
 
Obrázek 38 - Výřez originálního obrazu, obsahující U-bandy (vlevo), jeho binární reprezentace (uprostřed), a jejich 
signály v binární (vpravo, červeně) a originální podobě (vpravo, modře) 
 
Tento průběh je následně prohledán, a narazí-li detektor na hodnotu 1, musí nejprve 
algoritmus zjistit, jedná-li se skutečně o band, nebo o falešnou hranu, tvořenou jasovým 
přechodem. V tomto místě je tedy spuštěno semínkové vyplňování, které je popsáno 
v kapitole 2.6. Semínko je nastaveno tak, aby prohledávalo své osmi-spojité okolí, a 
vyhledávalo hodnoty rovnající se 1. Pokud semínko prohledá své okolí a nenarazí již na žádný 
další pixel s hodnotou 1, prohledávání se zastaví. Prohledávání je zastaveno také v případě, že 
semínko narazí na kterýkoliv okraj výřezu z obrazu. V případě zastavení prohledávání je 
sečten počet pixelů celku, který je označen logickou jedničkou a je zjištěno, jakou velikost 
celek má. Je-li velikost celku menší, než 50 pixelů, je celek přeskočen a je prohledáváno okolí 
následujícího pixelu s hodnotou 1.  
 V případě nalezení celku, jehož velikost je větší, než 50 pixelů (empiricky získaná 
hodnota, definující, že nečistoty a falešné hrany nejsou větší, než tato hodnota), postoupí 
algoritmus do dalšího kroku, ve kterém je okolí daného pixelu nejprve prohledáváno ve směru 
vlevo, a následovně i ve směru vpravo, a je kontrolováno okolí jednoho pixelu v daném směru 
osy x a okolí do vzdálenosti 5 pixelů ve směru osy y (Obrázek 39). 
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Obrázek 39 - Detekce profilu povrchu bandu, obsahujícího U-band deformaci 
 
Pokud daný sloupec deformaci skutečně obsahuje, je z daného průběhu, dle empirického 
pozorování, vyřezána jedna čtvrtina (na obrázku (Obrázek 40) je tato čtvrtina vyznačena jako 
B) velikosti průběhu od prvního bandu do posledního (na obrázku (Obrázek 40) je vzdálenost 
od prvního do posledního bandu označena jako A) s přičtením tolika pixelů, kolik jich při této 
příležitosti spuštěný algoritmus projde, než najde nejbližší místo s jasem vyšším, než je 
průměrná hodnota jasu v celém středovém sloupci (pro střed S(n)  v x-ové rovině). Na obrázku  
(Obrázek 40) je toto místo vyznačeno jako C. Toto místo je buď koncem bandu, vyskytujícím 
se na konci první čtvrtiny průběhu, nebo se jedná o místo mezi dvěma bandy. 
 
 
Obrázek 40 - Umělé vyzobrazení detekce pozice pro určení velikosti výřezu 
 
 Výřez tohoto průběhu potom podléhá vertikálnímu posunu dle rozdílu v poloze pixelů 
v bandu, vztaženému k nejnižšímu detekovaném bodu v bandu. Matematický zápis rozdílu 
v poloze pixelů je k vidění níže (32), 
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 𝑝𝑜𝑠𝑢𝑛(𝑛) = (max(𝑣) − 𝑏(𝑛))/𝑘 (32) 
 
kde v je vektor všech detekovaných vertikálních pozic pixelů, označených jako U-profil bandu 
a b(n) je aktuální vertikální pozice testovaného pixelu. Celý výsledný vektor může být ještě 
vydělen konstantou k, která určuje míru posunu a její výchozí hodnota je nastavena na hodnotu 
2. 
 Potom, co je proveden vertikální posun výřezu ve všech sloupcích, je tento výřez 
zkrácen o případný přesah, vzniklý vlivem posunu a je navrácen na původní místo v celkovém 
obraze. 
  
4.4 Tvorba mediánové reprezentace obrazu 
Tato operace slouží k redukci všech ostatních zkreslení obrazového snímku a poskytuje 
uživateli pouze náhled na informaci, přítomnou v gelu. Princip této operace spočívá v rozdělení 
snímku gelu znovu po sloupcích za pomoci detekce v horizontálním profilu, jak je již popsáno 
v kapitole výše, a ve výběru hodnoty mediánu v řádku, obsahujícím hodnoty ze všech sloupců 
v daném průběhu. Mediánová reprezentace je vidět na obrázku níže.  
 Mediánová reprezentace je výhodná hned z několika důvodů. Prvním je zpřehlednění 
obsažené informace ve snímku pro uživatele, dalším je možnost objektivního zhodnocení 
provedených úprav ve snímcích pomocí korelace. Tato možnost ovšem poskytuje relevantní 
výsledky pouze v případě, že je analyzován gel, jenž obsahuje pouze velikostní markery. Za 
jiných okolností korelace neposkytuje, protože nelze hledat korelační souvislost mezi průběhy, 
neobsahujícími stejný vzorek. 
 
4.5 Program pro odstranění deformací aplikace_gui_v1.m 
Cílem této práce je, kromě navržení algoritmů, kompenzujících zkreslení, také vytvoření 
grafického uživatelského rozhraní. Výše zmíněné přístupy, z nich vytvořené funkce a podpůrné 
operace, jako je například semínkové vyplňování či ořezání snímku gelu, sestavené do 
grafického funkčního celku, slouží uživateli k interaktivnímu přístupu k odstranění 
geometrických deformací, a to buď automaticky anebo poloautomaticky (uživateli bude podán 
návrh ke kompenzaci). Funkce jsou upraveny tak, aby dodržovaly určitou posloupnost a aby 
umožňovaly uživateli variabilitu pro poloautomatické operace. Blokové schéma běhu programu 
je ve zjednodušené formě uvedeno níže.  
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Obrázek 41 - Blokové schéma běhu aplikace pro opravu snímku gelu 
 
Grafické rozhraní je navrženo tak, aby pokud možno zpřístupnilo uživateli funkce 
v takovém pořadí, aby nedošlo ke konfliktu nebo k zániku některého prvku ve snímku, či k jiné 
ztrátě obrazové informace, která by mohla vést k znemožnění odstranění některé z deformací. 
Všechny popisky v následujícím odstavci se vztahují k obrázku dále (Obrázek 42) 
 Při spuštění GUI je uživateli umožněno otevřít snímek a invertovat jej (3), pokud se 
programu nepovede správná inverze tak, aby snímek obsahoval tmavé bandy na světlém pozadí. 
Jako následující se zpřístupní návrh výřezu části obsahující majoritní část informace či ruční 
návrh výřezu této části. Dále je uživateli zpřístupněna analýza snímku gelu (5). Analýza se snaží 
najít deformace ve snímku obsažené a zároveň uživateli vždy zpřístupní tlačítko pro návrh 
průběhu SE (6). Jsou-li nalezeny deformace, zpřístupní se jim odpovídající tlačítka v případném 
pořadí (14):  „Odstranit bubliny“ -> „Opravit Smile Effect“ -> „Odstranit U-bandy“. 
 Jak již bylo zmíněno, stisknutím tlačítka pro analýzu snímku (5) se zpřístupní i tabulka, 
obsahující profily pro poloautomatické odstranění SE (8), tlačítko k jejich použití (12) a výběr 
úrovně přítomného SE (13). Po provedení opravy SE ve spodní části snímku se uživateli 
doporučuje provést rotaci snímku (9), která umožní aplikovat profil pro odstranění SE na vrchní 
číst snímku, a znovupoužití tlačítka pro rotaci (9) pro znovunavrácení snímku do původní 
formy. Jsou-li odstraněny všechny deformace, je zpřístupněno tlačítko pro tvorbu mediánového 
obrazu (11) a pole pro zapnutí ostření snímku (10), které je zaškrtnuto automaticky v případě 
odstranění vzduchových bublin. 
Vstupní snímek
Inverze jasu
Návrh řezu
Ruční ořezání Automatické 
ořezání
Výběr velikostí 
poloměrů
Analýza snímku 
gelu
Návrh profilu Smile 
Effectu
Opravit bubliny
Opravit Smile 
Effect
Odstranit U-bandy
Výběr korekce a 
úrovně SE
Manuální korekce 
Smile Effectu
Mediánový obraz a 
korelace
Korelační koeficienty 
průběhů
Reálný obraz
Mediánový obraz
Rotace
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 Do aplikace je vhodné nahrávat snímky ve formátu .jpg, protože pro tento formát je 
program s algoritmy nejlépe optimalizován. Kromě formátu .jpg umožňuje program otevřít 
snímky ve formátu .tiff, .png, .bmp a .gif. 
 
 
Obrázek 42 - Grafické rozhraní funkcí pro odstranění deformací, popis obrázku níže. 
1) Název nahraného snímku.  
2) Náhled na prováděnou operaci.  
3) Tlačítka pro otevření a případné invertování snímku (snímek by měl mít tmavou barvu bandů 
a světlé pozadí),  
4) Tlačítko pro návrh výřezu gelu a tlačítka pro případní potvrzení či vytvoření vlastního ořezu. 
5) Tlačítko pro analýzu celého gelu – detekci deformací.  
6) Tlačítko pro návrh profilu smile efektu – zpřístupní prvky 8, 9, 12 a 13, navrhne korekci 
smile efektu a umožní poloautomatickou korekci pomocí osmnácti nastavených profilů.  
7) Nastavení minimálního a maximálního poloměru pro detekci vzduchových bublin v obraze. 
(prvotně nastaveno na min=15, max=45). 
8) Tabulka pro volbu profilu pro poloautomatické odstranění SE. 
9) Rotace snímku pro aplikaci profilu odstranění SE i na vrchní část snímku. 
10) Zapnutí nebo vypnutí ostření (při odstranění bublin je ostření zapnuto automaticky). 
11) Tvorba mediánové reprezentace a zobrazení kontingenční tabulky korelačních koeficientů. 
12) Tlačítko pro aplikaci vybraného profilu pro odstranění SE. 
13) Výběr úrovně SE deformace, {5,10,15,20}. 
14) Funkční tlačítka pro odstranění deformací 
15) Stavový řádek (na po stisknutí (11) zobrazuje první řádek tabulky s korelačními koeficienty 
16) Pomocné přímky, vedoucí z pozic bandů ve velikostním markeru (první průběh) 
17) Tlačítka pro uložení upraveného snímku či jeho mediánové reprezentace 
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5 Zhodnocení výsledků 
Tato kapitola se zabývá zhodnocením výsledků celé práce, tedy výstupů aplikace 
aplikace_gui_v1.m, vytvořené jako cíl této práce. 
 
5.1 Metodika vyhodnocení 
Pro vyhodnocení účinnosti algoritmů, navržených v této práci, se nejlépe hodí snímky 
gelu, které obsahují ve všech jamkách pro vzorky pouze hmotnostní markery stejného typu. U 
takových snímku jde nejjednodušeji vyhodnocovat, zda došlo ke zlepšení „smile“ efektu, či zda 
odstranění vzduchové bubliny v gelu nějak ovlivnilo jeho čitelnost. Pro toto vyhodnocení je 
nejprve vytvořen mediánový obraz, jehož tvorba je popsána v kapitolách výše, a následně je 
signál jednoho každého průběhu korelován s ostatními, čímž je vytvořena kontingenční tabulka 
korelačních koeficientů 
Korelační analýza pomocí Pearsonova korelačního koeficientu je účinný nástroj pro 
srovnávání těsnosti lineární vazby, tedy popisuje lineární vztahy mezi veličinami. Vzorec pro 
Pearsonův korelační koeficient je uveden níže (33), kde 𝑥𝑖 a 𝑦𝑖 jsou příslušné hodnoty vstupních 
korelovaných veličin 𝑥 a 𝑦, a ?̅? 𝑎 ?̅? jsou aritmetické průměry vstupních korelovaných veličin 𝑥 
a 𝑦.[21] 
 
 
𝑅 =
∑(𝑥𝑖 − ?̅?). (𝑦𝑖 − ?̅?)
√∑(𝑥𝑖 − ?̅?)
2
. ∑(𝑦𝑖 − ?̅?)2
 (33) 
 
Korelační koeficient nabývá hodnot z oboru <-1,1>, kdy platí, že vyšší hodnota 
korelačního koeficientu R značí silnější vztah mezi veličinami do korelace vstupujícími. 
Kladný koeficient tedy značí pozitivní asociaci (korelaci), záporný negativní. Dosažení nuly 
v korelační analýze odpovídá neexistenci lineárního vztahu mezi daty.[22] 
Korelační analýza tedy poskytuje významnou informaci o tom, v jakém vztahu 
(korelaci) spolu 2 průběhy vzorku ve snímku jsou. Předpokládá se totiž, že pokud jsou dva 
průběhy stejných vzorků srovnány pomocí korelační analýzy, měl by být korelační koeficient 
R co nejblíže číslu 1.[21][22] 
 
5.2  Oprava smile efektu – automatická 
První snímek, na němž je možno demonstrovat zlepšení korelačního koeficientu, je 
snímek z měření 22 a), kdy bylo pro průběh elektroforézy nastaveno 220V (Obrázek 43). 
Na snímku níže je vidět neupravený výřez gelu a jeho mediánová reprezentace. 
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Obrázek 43 - Snímek 22a) v originální (vlevo) a mediánové (vpravo) reprezentaci bez opravy smile efektu 
 
Na následujících dvou snímcích (Obrázek 44) je k vidění úprava gelu pomocí 
automatického algoritmu pro návrh opravy smile efektu. Jedná se o opravu, jenž byla navržena 
samotnou aplikací dle sklonu jednotlivých bandů. Jak je vidět na mediánové reprezentaci, 
skutečně došlo, oproti předchozímu obrázku, k posunu jednotlivých průběhů do přibližně stejné 
úrovně. 
 
Obrázek 44 - Snímek 22a) v originální (vlevo) a mediánové (vpravo) reprezentaci po automatické opravě smile efektu 
 
V tabulce (Tabulka 10) níže jsou k vidění korelační koeficienty prvního průběhu se 
všemi ostatními průběhy před a po úpravě snímku algoritmem. Průběhy, u nichž došlo ke 
zlepšení, jsou vyznačeny zeleně. 
 
Tabulka 10 - Korelační koeficienty před a po automatické úpravě snímku 22a) 
Průběhy  1 2 3 4 5 6 
Korelační 
koeficienty 
Před 1 0.7124 0.1642 0.1262 0.1830 0.2119 
Po 1 0.9810 0.9745 0.9762 0.9634 0.8747 
 
 
Následně bylo použito vektoru pro odstranění smile efektu, který byl kompletně 
vytvořen ručně odhadem posunu (Obr. 42). Tento vektor byl vytvořen pro průkaz faktu, že 
algoritmus, přijme-li naprosto ideální číselný odhad, je schopen srovnat smile efekt do takové 
míry, že všechny korelační koeficienty přesahují hodnotu 0.98. 
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Obrázek 45 – Snímek 22a) v originální (vlevo) a mediánové (vpravo) reprezentaci, k jehož úpravě bylo použito ručně 
vytvořeného korekčního vektoru 
 
V následující tabulce (Tabulka 11) jsou shrnuty korelační koeficienty prvního průběhu 
v korelaci se všemi ostatními. Jak je vidět, algoritmus, jsou-li mu zadány ideální hodnoty, 
pracuje velmi efektivně. Výsledky ideální korekce jsou v tabulce srovnány s korekcí 
automatickou. 
 
Tabulka 11 - Tabulka korelačních koeficientů po úpravě snímku gelu 22 a) ručně vytvořeným vektorem 
Průběhy   1 2 3 4 5 6 
Korelační 
koeficienty 
Před 1 0.7124 0.1642 0.1262 0.1830 0.2119 
Po (automatická) 1 0.9810 0.9745 0.9762 0.9634 0.8747 
Po (ideální) 1 0.9851 0.9829 0.9878 0.9870 0.9827 
 
 
Z výsledků je tedy zřejmé, že aplikace byla v tomto případě schopna vyhodnotit 
přítomnost smile efektu v gelu a zároveň jej efektivně odstranit a zlepšit tak informativní 
charakter snímku. Ve srovnání s ideálním korekčním vektorem jsou hodnoty korelačních 
koeficientů sice nižší, avšak je nutno brát v potaz, že se jedná o automatické vyhodnocení, 
zatímco ideální případ je založen na ručním nastavení na základě mnohonásobného testování. 
Automatické vyhodnocení korekce „Smile“ efektu bylo také předáno k vyhodnocení algoritmu 
Bc. Ondřeje Krupky, který byl navržen v rámci jeho diplomové práce a snímek byl podroben 
shlukové analýze průběhu před a po provedení korekce. Výsledné dendrogramy jsou vidět na 
obrázcích níže (Obrázek 46). Jak je vidět, po korekci algoritmus zařadil všechny průběhy 
(kromě prvního hlavního hmotnostního markeru) do samostatného shluku. Významným 
výsledkem ale není pouze vznik jednoho shluku, nýbrž i fakt, že větve dendrogramu vpravo 
mají mezi sebou kratší vzdálenost, než větve dendrogramu původního. Vypočtená vzdálenost 
je odvozena z matice euklidovských vzdáleností mezi mediány linií v 1D signálové 
reprezentaci, a použitá shlukovací metoda je metoda UPGMA. [26] 
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Obrázek 46 - Dendrogramy shlukové analýzy snímku 22 a) před korekcí (vlevo) a po korekci (vpravo). [26] 
 
 U následujícího snímku (22 b) je přítomna lehká forma smile efektu. Vzhledem 
k nepřesnosti automatického ořezání je výřez obrazu pořízen ručně. Po provedení návrhu a 
opravy smile efektu je v tabulce (Tabulka 12) patrné podstatné zlepšení. Jednotlivé fáze 
algoritmu jsou vidět na obrázku níže (Obrázek 47).  
 
 
Obrázek 47 - Snímek 22 b) před a po automatické úpravě, Vlevo: Původní snímek v originální formě, Uprostřed: 
Opravený snímek v originální formě, Vpravo: Opravený snímek v mediánové formě 
 
Tabulka 12 - Tabulka korelačních koeficientů před a po úpravě gelu 22 b) 
Průběhy  1 2 3 4 5 6 
Korelační 
koeficienty 
Před 1 0.6324 0.5176 0.5762 0.5116 0.9300 
Po 1 0.9499 0.9560 0.9278 0.9182 0.9300 
 
 
Na následujícím snímku je, v rámci diskuze výsledků, k vidění snímek gelu, obsahující 
3 druhy hmotnostních markerů. Po korekci automatickým algoritmem jsou pak vyznačeny 
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v tabulce tedy jen ty hodnoty, u nichž se předpokládá, že se mezi nimi bude vyskytovat pozitivní 
korelace. U korelace mezi jedním z těchto markerů dojde ke zhoršení, u dalších dvou však dojde 
ke zlepšení, v jednom případě k velmi výraznému. 
 
 
Obrázek 48 - Snímek 24 b) před a po úpravě, Vlevo: Původní snímek v originální formě, Uprostřed: Opravený snímek 
v originální formě, Vpravo: Opravený snímek v mediánové formě 
 
Z dendrogramů shlukové analýzy, provedené se stejnými parametry jako u snímku 22 a) 
(Obrázek 49, vpravo), plyne, že po provedení korekce ve snímku 24 b) došlo ke zkrácení 
vzdáleností mezi průběhy č. 2 a 5, a průběhy č 1 a 4, které jsou stejné (jedná se o stejný 
hmotnostní marker) jsou oproti původnímu dendrogramu (Obrázek 49, vlevo) ve stejném 
shluku, tedy vzdálenost mezi nimi musela klesnout, čímž došlo ke zvýšení vzájemné podobnosti 
pro shlukovou analýzu.[26] 
 
Obrázek 49 - Dendrogram shlukové analýzy snímku 24 b) Vlevo: Před provedení korekce, Vpravo: Po provedení 
korekce. [26] 
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Tabulka 13 - Tabulka korelačních koeficientů před úpravou gelu 24 b) 
  Průběhy 4 5 6 
K
o
re
la
čn
í 
ko
ef
ic
ie
n
ty
 
1 0.2678 -0.0060 -0.1686 
2 -0.0883 0.9590 -0.4291 
3 -0.1110 -0.4310 0.9756 
 
Tabulka 14 - Tabulka korelačních koeficientů po úpravě gelu 24 b) 
  Průběhy 4 5 6 
K
o
re
la
čn
í 
ko
ef
ic
ie
n
ty
 
1 0.5454 0.000043915 -0.1686 
2 -0.0116 0.9764 -0.4342 
3 -0.1680 -0.4437 0.8583 
 
5.3  Oprava smile efektu – poloautomatická 
U některých snímku, obsahujících smile efekt, ale neobsahujících sklon bandů 
v jednotlivých průbězích, může nastat situace, kdy, i přes jeho přítomnost, není smile efekt 
detekován. 
 Pro takové případy je v aplikaci obsažena možnost odstranění smile efektu navrhnout 
(případně vyznačit, který model je jí nejblíže) a dát uživateli možnost vybrat vhodný profil 
smile efektu z banky profilů a provést korekci dle vybraného profilu. Případ, kdy není smile 
efekt detekován, ale je přítomen, je vidět na snímku níže (Obrázek 51) a na signálové 
reprezentaci dvou jeho průběhů, navzájem viditelně posunutých (Obrázek 50). 
 
 
Obrázek 50 - signály ze dvou shodných průběhů (1. a 4. průběh) ze snímku níže (Obrázek 51) 
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Obrázek 51 – Snímek 23 b) s vyznačenými pozicemi, ze kterých jsou získány signály výše (Obrázek 50) 
 
Deformace v tomto snímku nebyla nalezena a aplikace automaticky nabízí pouze 2 
položky a těmi je „Návrh profilu Smile Effectu“ a tvorba mediánového obrazu. 
 Po výběru položky návrhu profilu smile efektu se zobrazí proložení, které se snaží smile 
efekt odhadnout (obrázek vlevo), a pokud je vybrána možnost „Opravit Smile Effect“, je tento 
profil použit k opravě (obrázek vpravo). Pro demonstraci je však z banky vektorů pro úpravu 
smile efektu zvolen profil č. 13 a síla smile efektu je nastavena na hodnotu 5. Po aplikaci tohoto 
profilu dojde k výraznému zlepšení v posunu prvního a čtvrtého průběhu, jak je vidět 
v originálním snímku (Obrázek 52) i v signálové reprezentaci těchto průběhů (Obrázek 53). 
 
 
Obrázek 52 - Obraz po poloautomatické korekci 
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Obrázek 53 - Signálová reprezentace prvního a čtvrtého průběhu po korekci 
 
V tomto případě je korelační koeficient mezi prvním a čtvrtým průběhem na hodnotě 
0.8843 oproti původnímu (z automaticky opraveného obrazu získanému) korelačnímu 
koeficientu 0.5233. Při ručním odstranění smile efektu tedy v tomto případě došlo k výraznému 
zlepšení v korelaci. Tabulky korelačních koeficientů jsou k vidění níže (Tabulka 15 a Tabulka 
16).  
 
 
Obrázek 54 - Dendrogramy shlukové analýzy snímku 23 b), Vlevo: před provedením korekce, Vpravo: po provedení 
korekce.[26] 
Jak je zřetelné z dendrogramů, vytvořených před a po korekci snímku 23 b) (Obrázek 54), 
korekční algoritmus výrazně zkrátil vzdálenosti mezi všemi shodnými (1 a 4, 2 a 5, 3 a 6) 
přítomnými průběhy.[26] 
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Tabulka 15 - Tabulka korelačních koeficientů jednotlivých průběhů ve snímku před odstraněním smile efektu 
 Korelační koeficient 
 Průběh 1 2 3 4 5 6 
K
o
re
la
čn
í 
k
o
ef
ic
ie
n
ty
 
1 1 -0.1537 -0.0163 0.5233 -0.1468 -0.0879 
2 -0.1537 1 -0.3857 -0.0987 0.9819 -0.3738 
3 -0.0163 -0.3857 1 -0.0443 -0.3692 0.9277 
4 0.5233 -0.0987 -0.0443 1 -0.1178 -0.1323 
5 -0.1468 0.9819 -0.3692 -0.1178 1 -0.3572 
6 -0.0879 -0.3738 0.9277 -0.1323 -0.3572 1 
 
 
Tabulka 16 - Tabulka korelačních koeficientů jednotlivých průběhů ve snímku po odstranění smile efektu 
  Korelační koeficient 
 Průběh 1 2 3 4 5 6 
K
o
re
la
čn
í 
k
o
ef
ic
ie
n
ty
 
1 1 -0.1525 -0.0703 0.8843 -0.1494 -0.0853 
2 -0.1525 1 -0.4017 -0.1409 0.9832 -0.3788 
3 -0.0703 -0.4017 1 -0.0620 -0.3854 0.9883 
4 0.8843 -0.1409 -0.0620 1 -0.1529 -0.0773 
5 -0.1494 0.9832 -0.3854 -0.1529 1 -0.3630 
6 -0.0853 -0.3788 0.9883 -0.0773 -0.3630 1 
 
 
Dále byl pokus o poloautomatickou korekci aplikován na snímek č. 18 a). Tentokrát 
však byl aplikován princip, kdy je při korekci snímek zrcadlově převrácen kolem své 
horizontální osy a aplikace korekčního vektoru je provedena jak na spodní část, tak i na vrchní 
část snímku. Algoritmus v tomto případě nabízel velkou míru korekčních možností, nejlépe se 
však jevila aplikace profilu č. 2 na spodní část snímku a profilu č. 14 na vrchní část snímku, 
oba profily s úrovní 5. 
Výsledek před a po aplikaci korekčních algoritmů je vidět na obrázcích níže (Obrázek 55 a 
Obrázek 56). Výsledné hodnoty korelačních koeficientů mezi průběhy před a po aplikaci 
korekčních profilů jsou k nahlédnutí v tabulce (Tabulka 17). 
 
 
Obrázek 55 - Korekce snímku 18a), Vlevo: Před korekcí Vpravo: Po korekci 
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Obrázek 56 - Korekce snímku 18a), viditelná v mediánové reprezentaci, Vlevo: Před korekcí Vpravo: Po korekci 
 
Tabulka 17 - Hodnoty korelačních koeficientů mezi průběhy pro snímek 18a) před a po ruční korekci 
Průběhy  1 2 3 4 5 6 
Korelační 
koeficienty 
Před 1 0.6667 0.2841 0.3911 0.6597 0.8623 
Po 1 0.9580 0.9292 0.9833 0.8125 0.8777 
 
 
5.4 Oprava smile efektu – reálný gel 
Pro demonstraci byl použit snímek, získaný z internetu. Tento snímek byl ořezán 
pomocí samotné aplikace (avšak ručně), je tedy možné, že při opakovaném provádění pokusu 
se budou hodnoty mírně lišit. Snímek byl také automaticky invertován. Snímek před a po 
ořezání a inverzi je k vidění na obrázku níže (Obrázek 57). 
 
 
Obrázek 57 - Reálný snímek z internetu před (vlevo) a po (vpravo) prvotní úpravě, [32] 
 
Po provedení analýzy snímku nebyl výsledek korelace nijak výrazný a korelační 
koeficient mezi hmotnostními markery (1. a 5. průběh) byl pouze 0.38. Korelační koeficienty 
mezi jednotlivými průběhy jsou k vidění v tabulce (Tabulka 18).  
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Tabulka 18 - Korelační koeficienty reálného gelu před úpravou smile efektu 
  Korelační koeficient 
 Průběh 1 2 3 4 5 6 
K
o
re
la
čn
í 
k
o
ef
ic
ie
n
ty
 
1 1 0.0376 0.2482 0.2615 0.3856 0.2486 
2 0.0376 1 0.3009 -0.0673 -0.0185 0.3655 
3 0.2482 0.3009 1 0.0579 0.3844 0.9617 
4 0.2615 -0.0673 0.0579 1 0.3118 -0.0083 
5 0.3856 -0.0185 0.3844 0.3118 1 0.3501 
6 0.2486 0.3655 0.9617 -0.0083 0.3501 1 
 
 
Avšak při korekci manuálně (7. profil s úrovní smile efektu 10) byl již korelační 
koeficient 0.79 (Tabulka 19). Při manuální úpravě došlo k výraznému zlepšení korekce. Níže 
je k vidění samotný snímek po korekci i s mediánovým obrazem daného snímku (Obrázek 58).  
 
Tabulka 19 - Korelační koeficienty reálného po úpravě smile efektu 
    Korelační koeficient 
  Průběh 1 2 3 4 5 6 
K
o
re
la
čn
í 
k
o
ef
ic
ie
n
ty
 
1 1 0.0343 0.3083 0.2926 0.7957 0.3067 
2 0.0343 1 0.2670 -0.0757 0.0585 0.3342 
3 0.3083 0.2670 1 0.0704 0.3795 0.9649 
4 0.2926 -0.0757 0.0704 1 0.3505 0.0048 
5 0.7957 0.0585 0.3795 0.3505 1 0.3710 
6 0.3067 0.3342 0.9649 0.0048 0.3710 1 
 
 
 
Obrázek 58 - Reálný snímek po korekci a jeho mediánová reprezentace 
 
Z výsledků výše zmíněných tedy plyne, že některé snímky jsou pro automatické 
odstraňování smile efektu vhodnější, než jiné. Dále je zjevné, že manuální úprava, kterou 
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aplikace umožňuje, často vede k výraznému zlepšení ve vzájemném posunu průběhu vůči sobě. 
To vede na zlepšení korelačního koeficientu, mají-li být tyto průběhy shodné. 
Vyhodnocení bylo provedeno také pomocí shlukové analýzy (Obrázek 59), která před 
provedením korekce neshledala průběhy 1 a 5 jako dostatečně podobné pro zařazení do stejného 
shluku, avšak po korekci, která vedla i na zkrácení vzdálenosti mezi 3. a 6. průběhem, byly 
shodné průběhy velikostních markerů zařazeny do jednoho shluku (Obrázek 59, vpravo).[26] 
 
 
Obrázek 59 - Dendrogramy shlukové analýzy reálného snímku, Vlevo: před provedením korekce, Vpravo: po provedení 
korekce. [26] 
 
5.5  Odstranění vzduchových bublin – kompletní 
Vzduchové bubliny mohou v gelu působit nejen jako estetická vada, ale pro některé 
detekční algoritmy by mohly mít rušivé účinky, proto je důležité se na tyto deformace zaměřit 
a odstranit je. V této kapitole je použit jeden snímek, obsahující 2 vzduchové bubliny různé 
velikosti a je demonstrována práce algoritmu, který je schopen tyto deformace detekovat a 
v relativní míře odstranit. Po odstranění je následně provedena korelační analýza z mediánové 
reprezentace pro hodnocení toho, zda odstranění těchto deformací vedlo k lepší korelaci mezi 
průběhy, či zda se jedná pouze o kosmetickou, subjektivní úpravu. 
 
Na obrázku níže je k vidění snímek, obsahující vzduchové bubliny a další snímek 
s detekcí těchto deformací (Obrázek 60). 
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Obrázek 60 - Vlevo: Snímek 19 c) Vpravo: Snímek 19 c) s detekcí vzduchových bublin 
 
Pro tento obraz byla provedena korelace (každý průběh s každým) (Tabulka 20) a 
následně detekce a odstranění vzduchových bublin. Tento proces, jehož součástí je i mediánová 
filtrace pro odstranění případných hranových pixelů jak v těsném okolí vzduchové bubliny, tak 
v následně i v celém snímku, zlepšil, i přes drobné rozmazaní, korelační koeficient hned čtyřech 
přítomných průběhů, v nichž byly vzduchové bubliny označeny. Výsledný obraz 
s odstraněnými bublinami a tabulka korelačních koeficientů po korekci (Tabulka 21) jsou 
k vidění níže (Obrázek 61). 
 
 
Obrázek 61 - Snímek 19 c) s odstraněnými vzduchovými bublinami 
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Tabulka 20 - Korelační koeficienty mezi průběhy před odstraněním vzduchových bublin 
    Korelační koeficient 
  Průběh 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
K
o
re
la
čn
í 
k
o
ef
ic
ie
n
ty
 
1 1 0.9769 0.7551 0.6501 0.5017 0.3187 0.2463 0.1670 0.2802 0.3462 
2 0.9769 1 0.8545 0.7610 0.6118 0.3941 0.3013 0.2067 0.3495 0.4191 
3 0.7551 0.8545 1 0.9662 0.9102 0.7094 0.5851 0.4545 0.6612 0.7268 
4 0.6501 0.7610 0.9662 1 0.9562 0.7765 0.6633 0.5442 0.7355 0.7763 
5 0.5017 0.6118 0.9102 0.9562 1 0.9030 0.8009 0.6835 0.8701 0.9013 
6 0.3187 0.3941 0.7094 0.7765 0.9030 1 0.9723 0.9006 0.9903 0.9863 
7 0.2463 0.3013 0.5851 0.6633 0.8009 0.9723 1 0.9606 0.9809 0.9530 
8 0.1670 0.2067 0.4545 0.5442 0.6835 0.9006 0.9606 1 0.9197 0.8606 
9 0.2802 0.3495 0.6612 0.7355 0.8701 0.9903 0.9809 0.9197 1 0.9847 
10 0.3462 0.4191 0.7268 0.7763 0.9013 0.9863 0.9530 0.8606 0.9847 1 
 
Tabulka 21 - Korelační koeficienty mezi průběhy po odstranění vzduchových bublin 
 Korelační koeficient 
 Průběh 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
K
o
re
la
čn
í 
k
o
ef
ic
ie
n
ty
 
1 1 0.9786 0.7583 0.6548 0.5041 0.3245 0.2519 0.1715 0.2866 0.3507 
2 0.9786 1 0.8552 0.7630 0.6125 0.3989 0.3059 0.2098 0.3548 0.4227 
3 0.7583 0.8552 1 0.9662 0.9107 0.7136 0.5889 0.4571 0.6655 0.7299 
4 0.6548 0.7630 0.9662 1 0.9568 0.7787 0.6655 0.5460 0.7372 0.7779 
5 0.5041 0.6125 0.9107 0.9568 1 0.9057 0.8046 0.6889 0.8724 0.9024 
6 0.3245 0.3989 0.7136 0.7787 0.9057 1 0.9729 0.9026 0.9909 0.9865 
7 0.2519 0.3059 0.5889 0.6655 0.8046 0.9729 1 0.9616 0.9819 0.9536 
8 0.1715 0.2098 0.4571 0.5460 0.6889 0.9026 0.9616 1 0.9213 0.8612 
9 0.2866 0.3548 0.6655 0.7372 0.8724 0.9909 0.9819 0.9213 1 0.9851 
10 0.3507 0.4227 0.7299 0.7779 0.9024 0.9865 0.9536 0.8612 0.9851 1 
 
Korelační koeficienty, u nichž mělo dojít ke zlepšení, jsou v tabulce (Tabulka 20) 
označeny modře. Obecně se korelační koeficienty v celém gelu lehce zlepšily a všechny 
průběhy, ve kterých ke zlepšení dojít mělo, mají korelační koeficient mírně vyšší, než před 
korekcí (Tabulka 21). 
 Vyvstává otázka, zda se jedná o zlepšení vlivem mediánové filtrace 3x3 filtrem v celé 
velikosti snímku anebo zda skutečně došlo ke korekci vlivem odstranění vzduchových bublin. 
Hodnoty rozdílů, zmíněné v tabulce, však naznačují, že v průbězích, ve kterých se vyskytovaly 
vzduchové bubliny, došlo obecně k většímu zlepšení korelačního koeficientu, než v průbězích 
ostatních. Dá se předpokládat, že zlepšení vlivem odstranění vzduchových bublin je reálně 
přítomno. 
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5.7  Odstranění U-bandů 
Tato deformace, vyskytující se zejména ve snímcích gelů, v jejichž průběhu je obsažen 
hmotnostní marker, obsahující glukózu, způsobuje zakřivení první několika bandů průběhu do 
tvaru písmena U. Nejedná se o závažnou deformaci, ačkoliv vizuální dojem z gelu je v tomto 
případě horší. 
 Proto byl algoritmus, jenž je schopen U-bandy odstranit. U bandy jsou nejprve 
detekovány a měřeny pomocí hranové detekce (Kapitola 4.3) a následně jsou odstraněny 
vertikálním posunem sloupců v obrazu tak, aby byly kraje U-bandů ve stejné rovině s tělem 
příslušného bandu. Ukázka odstranění této deformace je k vidění na obrázku níže (Obrázek 62). 
 
 
Obrázek 62 – Průběh elektroforézy před odstraněním U-bandů (a) a po jejich odstranění (b) 
 
Při hodnocení vlivu U-bandů na korelační koeficient nebylo prokázáno, že by 
odstranění U-bandů vedlo na zlepšení korelačního koeficientu mezi jednotlivými průběhy, 
proto není analýza této deformace dál rozváděna. 
 
5.8  Vyhodnocení automatické detekce geometrických zkreslení 
Pro ukázku všech algoritmů v akci byl zvolen snímek gelu 20 b), u nějž statisticky došlo 
ke zlepšení korelace mezi průběhu po aplikaci všech vytvořených algoritmů. 
 Korekční algoritmus vzduchových bublin byl před analýzou snímku nastaven na 
minimální poloměr detekovaných kružnic = 15 a maximální poloměr detekovaných kružnic = 
45. Po provedení analýzy byla objevena jedna vzduchová bublina. Ta byla automaticky 
odstraněna. Následně byl proveden návrh odhadu smile efektu, protože smile efekt, ač ve velmi 
lehké míře přítomen, nebyl analytickým algoritmem detekován. Ručně byl navržen pro korekci 
smile efektu profil č. 10 s úrovní smile efektu 5, a po odstranění smile efektu bylo provedeno 
odstranění U-bandů a ostření. Snímek před a po úpravě algoritmy je vidět na snímku níže spolu 
s jeho výslednou mediánovou reprezentací. 
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Obrázek 63 - Kompletní úprava snímku 20 b) a jeho mediánová reprezetnace Vlevo: Originální snímek, Uprostřed: 
Snímek po korekci, Vpravo: Mediánová reprezentace snímku 
 
V tabulkách je možné vidět, že i přes to, že se některé bandy ve snímku mohou zdát 
„rozmazané“ či hůře čitelné, v korelačních koeficientech, vypovídajících o podobnosti mezi 
jednotlivými průběhy je vidět podstatné zlepšení než před provedením korekčních algoritmů. 
 
Tabulka 22 - Hodnoty korelačních koeficientů snímku 20 b) před provedením korekce 
  Korelační koeficient 
 Průběh 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
K
o
re
la
čn
í 
k
o
ef
ic
ie
n
ty
 
1 1 0.9353 0.8617 0.6904 0.7009 0.5804 0.5367 0.6683 0.6366 0.6720 
2 0.9353 1 0.9782 0.8533 0.8691 0.7604 0.7028 0.7612 0.7968 0.8370 
3 0.8617 0.9782 1 0.9221 0.9397 0.8503 0.7934 0.7922 0.8703 0.9060 
4 0.6904 0.8533 0.9221 1 0.9639 0.9638 0.9496 0.7764 0.9868 0.9946 
5 0.7009 0.8691 0.9397 0.9639 1 0.9664 0.9176 0.7806 0.9338 0.9477 
6 0.5804 0.7604 0.8503 0.9638 0.9664 1 0.9773 0.7303 0.9612 0.9552 
7 0.5367 0.7028 0.7934 0.9496 0.9176 0.9773 1 0.7215 0.9730 0.9486 
8 0.6683 0.7612 0.7922 0.7764 0.7806 0.7303 0.7215 1 0.7645 0.7530 
9 0.6366 0.7968 0.8703 0.9868 0.9338 0.9612 0.9730 0.7645 1 0.9901 
10 0.6720 0.8370 0.9060 0.9946 0.9477 0.9552 0.9486 0.7530 0.9901 1 
 
Tabulka 23 - Hodnoty korelačních koeficientů snímku 20 b) po provedení korekce 
    Korelační koeficient 
  Průběh 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
K
o
re
la
čn
í 
k
o
ef
ic
ie
n
ty
 
1 1 0.9553 0.9179 0.8270 0.8702 0.8493 0.7587 0.7311 0.7930 0.8091 
2 0.9553 1 0.9769 0.9064 0.9432 0.9267 0.8187 0.7390 0.8653 0.8884 
3 0.9179 0.9769 1 0.9318 0.9827 0.9736 0.8721 0.7436 0.8959 0.9130 
4 0.8270 0.9064 0.9318 1 0.9642 0.9536 0.9510 0.8410 0.9879 0.9937 
5 0.8702 0.9432 0.9827 0.9642 1 0.9923 0.9268 0.7847 0.9418 0.9500 
6 0.8493 0.9267 0.9736 0.9536 0.9923 1 0.9283 0.7657 0.9327 0.9403 
7 0.7587 0.8187 0.8721 0.9510 0.9268 0.9283 1 0.8601 0.9739 0.9538 
8 0.7311 0.7390 0.7436 0.8410 0.7847 0.7657 0.8601 1 0.8697 0.8458 
9 0.7930 0.8653 0.8959 0.9879 0.9418 0.9327 0.9739 0.8697 1 0.9912 
10 0.8091 0.8884 0.9130 0.9937 0.9500 0.9403 0.9538 0.8458 0.9912 1 
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V tabulce, která je obsažena v příloze této práce (Příloha 2) je vyhodnocena schopnost 
aplikace správně detekovat deformace, na jejichž odstranění je uzpůsobena.  
K výslednému vyhodnocení detekčních schopností jsou spočteny citlivostní parametry: 
senzitivita (34) a specificita (35). Senzitivita určuje schopnost algoritmu úspěšně zachytit 
výskyt sledované deformace a specificita určuje schopnost korektně rozlišit snímky, u kterých 
se daná deformace nevyskytuje (Tabulka 27). Tyto veličiny jsou spočteny z proměnných TP 
(true positive – skutečně pozitivní), TN (true negative – skutečně negativní), FP (false positive 
– falešně pozitivní) a FN (false negative – falešně negativní). Jako TP jsou označeny deformace 
vyskytující se a algoritmem detekované, jako TN deformace nevyskytující se a algoritmem 
ignorované, jako FP deformace detekované, ale reálně nepřítomné a jako FN deformace 
přítomné, ale algoritmem ignorované. Hodnoty TP, TN, FP a FN pro jednotlivé deformace jsou 
shrnuty v kontingenčních tabulkách (Tabulka 24, Tabulka 25 a Tabulka 26). [33] 
 
 𝑠𝑒𝑛𝑧𝑖𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑎 =
𝑇𝑃
𝑇𝑃 + 𝐹𝑁
 (34) 
   
 𝑠𝑝𝑒𝑐𝑖𝑓𝑖𝑐𝑖𝑡𝑎 =
𝑇𝑁
𝑇𝑁 + 𝐹𝑃
 (35) 
 
Tabulka 24 - Tabulka hodnocení detekce SE 
Detekce SE 
 Falešně (F) Skutečně (T) 
Pozitivní (P) 1 24 
Negativní (N) 4 4 
 
Tabulka 25 - Tabulka hodnocení detekce vzduchových bublin 
Detekce vzduchových bublin 
 Falešně (F) Skutečně (T) 
Pozitivní (P) 8 3 
Negativní (N) 1 21 
 
Tabulka 26 - Tabulka hodnocení detekce U-bandů 
Detekce U-bandů 
  Falešně (F) Skutečně (T) 
Pozitivní (P) 0 10 
Negativní (N) 8 15 
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Tabulka 27 - Výsledky citlivostní analýzy pro jednotlivé detekční algoritmy 
 SE Bubliny U-bandy 
Senzitivita 0,857 0,750 0,556 
Specificita 0,800 0,724 1,000 
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Závěr 
Tato práce si kladla za úkol vytvoření databáze snímků průběhů gelové elektroforézy, 
nesoucí geometrické deformace a navržení algoritmů na základě simulací pro kompenzaci 
těchto deformací. V průběhu práce bylo tedy provedeno celkem 24 měření, jejichž výsledky 
jsou obsaženy v příloze práce. 
 Největší pozornost při tvorbě průběhů geometrických deformací byla věnována 
deformaci s příznačným názvem „smile“ efekt, dále pak přítomnosti vzduchových bublin v gelu 
a v neposlední řadě takzvaným U-bandům, přítomným u některých typů velikostních markerů.  
 Po nasnímání průběhů těchto deformací byly vytvořeny návrhy přístupů, jak tyto 
deformace uchopit a odstranit, případně jak zlepšit vizuální dojem ze snímku jejich redukcí.  
 Deformací, která byla postavena na první místo v potřebě odstranění byl již zmíněný 
„smile“ efekt, což je deformace, způsobující posun v poloze bandů v jednotlivých průbězích 
vzorků. Pro tuto deformaci bylo vytvořeno nejvíce simulačních fantomů, na jejichž základě byl 
finálně vytvořen algoritmus, který umožňuje jak automatickou, tak poloautomatickou úpravu 
snímku se snahou o redukci této deformace. Dále byla na základě naměřených snímků 
vytvořena obsáhlá banka vektorů korekčních profilů pro tuto deformaci, kterou je možné užít 
k relativně úplné eliminaci této deformace. 
 Po vizuálních analýzách snímků, obsahujících vzduchové bubliny, byl navržen přístup, 
který slouží k jejich úplnému odstranění a ke zlepšení vizuálního dojmu z daného snímku. 
Detektor vzduchových bublin je v práci nastaven na pevnou minimální a maximální velikost 
poloměru bublin, a v tomto nastavení je schopen účinně detekovat vzduchové bubliny ve 
většině snímků. 
 Pro odstranění U-bandů byl proveden odhad této deformace a byl navržen přístup, který 
se snaží o jejich částečnou kompenzaci, jsou-li ve snímku přítomny. 
 Po provedení testovacích oprav snímků, obsahujících „smile“ efekt deformaci, bylo za 
pomoci Pearsonova korelačního koeficientu vyhodnoceno zlepšení u průběhů jak snímků, 
obsahujících pouze velikostní marker (Obrázek 43) či různé typy několika velikostních markerů 
(Obrázek 48), tak i u snímků získaných z externích zdrojů (Obrázek 58).  
Testování bylo v první řadě prováděno automatickým algoritmem, a v tomto případě 
vedlo k velmi dobrým výsledkům, jak je vidět na jak na opraveném snímku 22a) (Obrázek 44), 
a v příslušené tabulce korelačních koeficientů (Tabulka 10), tak na výsledném dendrogramu, 
vzniklém shlukovou analýzou, v němž jsou vzdálenosti mezi průběhy po korekci mnohem 
kratší, než v dendrogramu před korekcí (Obrázek 46).  
Bylo prováděno i testování odstranění „smile“ efektu aplikací uměle vytvořených 
vektorů profilů ve vrchní i spodní části gelu (po zrcadlové rotaci kolem horizontální osy), což 
vedlo na výrazné zlepšení informace v požadovaném snímku (Tabulka 17). 
Algoritmus, navržený k automatickému odstraněné vzduchových bublin ze snímku, byl 
schopen úspěšně odstranit vzduchové bubliny ze snímku 19c) (Obrázek 61), 20b) (Obrázek 63) 
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a po správném nastavení detekčních poloměrů také ze snímku 21a). Bylo provedeno také 
testování částečného odstranění U-bandů. 
Práce ve výsledku vedla ke vzniku databáze elektroforetických snímků, obsahujících 
kýžené deformace a následně k vytvoření účinných algoritmů pro odstranění popsaných 
deformací jak automatickým, tak i poloautomatickým způsobem. 
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Seznam použitých zkratek 
 
UPGMA - Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean 
1D  - One Dimension (jeden rozměr)   
2D  - Two Dimensions (dva rozměry) 
SE  - Smile Effect 
GUI  - Graphic User Interface (grafické uživatelské rozhraní) 
TP  - True Positive 
TN  - True Negative 
FP  - False Positive 
FN  - False Negative
I 
 
Seznam elektronických příloh práce 
 
Seznam funkcí a prvků pro běh aplikace: 
analyze.m 
aplikace_gui_v1.m (hlavní funkce) 
back_remove.m 
bubble_popp.m 
image_cut.m 
median_spectre.m 
nuke_uband.m 
okoli_test.m 
seed_count.m 
smile_remove2.m 
 
all_profiles.jpg 
aplikace_gui_v1.fig (grafické rozhraní) 
 
Seznam přiložených snímků: 
 elfo_id_2_a.jpg 
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Elektronická příloha obsahuje snímky elektroforézy, protokoly z měření těchto snímků 
a hlavní a vedlejší funkce vytvořeného programového řešení. 
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Přílohy 
 
Příloha 1: Manuál k obsluze programu aplikace_gui_v1.m 
 
Aplikaci je nejvhodnější testovat na snímku 22a_220.tif, obsahujícím „smile“ efekt deformaci 
a na snímcích 19c.tif a 20b.tif, obsahujících vzduchové bubliny a U-bandy. 
 
1) Načtení snímku do paměti 
 
 
  
 
 Prvním úkonem, jenž je zapotřebí provést, je načtení samotného snímku do paměti 
programu. Tento úkon je proveden pomocí tlačítka „Otevřít“ (1). Celá aplikace je pro 
konzistenci nastavena tak, že je možnost načíst pouze snímky ve formátu .jpg, .bmp a .gif a .tif. 
Obraz je při načtení převeden na šedotónový a pro jednoduchost zpracování jsou všechny 
hodnoty normalizovány do oboru hodnot <0,1>, kde 0 je jas nejnižší (černá) a 1 jas nejvyšší 
(bílá). Pro načítání snímků, jež nebyly po focení z UV-transiluminátoru invertovány je při 
průměrné intenzitě v obraze menší než 0,5 provedena automatická inverze. Pokud není inverze 
provedena korektně, je uživateli hned po otevření snímku nabídnuto tlačítko „Invertovat“ (2), 
které inverzi provede. 
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2) Ořezání zájmové oblasti snímku 
 
 
  
 
Jakmile je snímek uložen do paměti, program sám nabídne nové funkční tlačítko, a to 
tlačítko „Návrh řezu“ (3). Toto tlačítko slouží k vytvoření návrhu řezu pomocí algoritmu, jež 
je popsán v kapitole. Po proběhnutí tvorby návrhu (tento proces může, díky své výpočetní 
náročnosti, trvat až několik sekund) je návrh výřezu vyznačen do snímku, a uživateli jsou 
nabídnuty možnosti buď vyřezání navrhované zájmové části „Ano, ořezat.“ (4) či vytvoření 
ručního návrhu výřezu „Ne, určit ručně“ (5). Pokud uživatel zvolí druhou možnost, tedy ruční 
vytvoření návrhu výřezu zájmové oblasti, dojde ke změně klasického kurzoru na kříž, se kterým 
je možno tažením vytvořit obdélníkový či čtvercový výřez zájmové oblasti. Jakmile je tažení 
kurzorem přerušeno, aplikace provede výřez označené oblasti a ta je uživateli zobrazena.  
 Automatický ořez snímku by pro korektní běh algoritmů neměl zasahovat do žádného 
z průběhů a to jak ani ve vertikálním tak horizontálním směru, stejně tak ani ruční výřez. Ruční 
výřez se doporučuje s mírným přesahem nad a pod nejdelším průběhem a těsněji u nejvíce vlevo 
uloženého průběhu, s přesahem u nejvíce vpravo umístěného průběhu. 
 
3) Analýza snímku gelu 
 
Po provedení výřezu zájmové oblasti je uživateli zpřístupněno další tlačítko, které 
umožňuje provedení analýzy snímku gelu pro přítomnost tří možných deformací „Analýza 
celého gelu“ (6): přítomnost vzduchových bublin v gelu, přítomnost smile efektu, přítomnost 
U-bandů. Program provede operace, nezbytné k vyhodnocení parametrů či přítomnosti 
deformací (detekce bublin, detekce sklonu posledních bandů ve všech průbězích, detekce U-
V 
 
bandů, vše dle algoritmů popsaných výše) a kontroluje, zda jsou splněny podmínky, jež byly 
empiricky stanoveny testy na mnoha gelech.  
 
 
 
 Pro pozitivní odpověď na přítomnost vzduchových bublin v gelu je nutné, aby 
algoritmus detekce kružnic pomocí Houghovy transformace našel ve snímku alespoň jednu 
kružnici. Minimální a maximální poloměr pro detekci kružnic je při startu nastaven na hodnoty 
min=13px a max=45px. Tento poloměr je vhodné měnit (11) před znovuspuštěním analýzy 
snímku, pokud jsou ve snímku bez vzduchových bublin bubliny nalezeny, nebo pokud jsou 
nalezeny na místech, kde se vyskytovat nemají (falešně pozitivní) Rozhodovací pravidlo tedy 
zní: 
 
𝑣𝑧𝑑𝑢𝑐ℎ𝑜𝑣é 𝑏𝑢𝑏𝑙𝑖𝑛𝑦 = 0     𝑝𝑟𝑜     𝑐𝑜𝑢𝑛𝑡(𝑘𝑟𝑢ž𝑛𝑖𝑐𝑒) ≤ 0 
𝑣𝑧𝑑𝑢𝑐ℎ𝑜𝑣é 𝑏𝑢𝑏𝑙𝑖𝑛𝑦 = 1     𝑝𝑟𝑜     𝑐𝑜𝑢𝑛𝑡(𝑘𝑟𝑢ž𝑛𝑖𝑐𝑒) > 0 
 
 Pro pozitivní odpověď na test přítomnost smile efektu musí být sklon posledního bandu 
v minimálně čtyřiceti procentech průběhů větší než 2 pixely (1 pixel sklonu je tolerován), 
případně menší nebo roven minus čtyřem dvěma pixelům. Zápis rozhodovacího pravidla je 
tedy:  
 
 𝑠𝑚𝑖𝑙𝑒 𝑒𝑓𝑒𝑘𝑡 = 0     𝑝𝑟𝑜     𝑐𝑜𝑢𝑛𝑡(𝑠𝑘𝑙𝑜𝑛 ≥ 2, sklon ≤ -2)/počet průběhů < 40% 
𝑠𝑚𝑖𝑙𝑒 𝑒𝑓𝑒𝑘𝑡 = 1     𝑝𝑟𝑜     𝑐𝑜𝑢𝑛𝑡(𝑠𝑘𝑙𝑜𝑛 ≥ 2, sklon ≤ -2)/počet průběhů > 40% 
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 Pro pozitivní odpověď na zjištění přítomnosti U-bandů je zapotřebí, aby byl rozdíl mezi 
nejvyšším a nejnižším bodem v profilu bandu větší než 15 pixelů (empiricky stanoveno), a to 
alespoň u tří průběhů.  
 Jakmile je přítomna kterákoliv z deformací, zmíněná výše, je odblokováno tlačítko, 
sloužící k jejímu odstranění (8)(9)(10).   
Tlačítko pro „Návrh profilu Smile Effectu“ (7) je odblokováno vždy, protože ne vždy 
je možné určit přítomnost smile efektu pouze na základě sklonu posledních bandů ve všech 
průbězích. Toto tlačítko tedy dává možnost smile efekt zredukovat na základě subjektivního 
dojmu uživatele.  
Při odstranění vzduchovým bublin je odblokováno „Tick“ tlačítko „Ostřit?“ (12), které 
umožňuje doostřit snímek před tvorbou mediánové reprezentace. 
 
4) Tlačítka pro funkční odstranění deformací 
Po proběhnutí celé analýzy se uživateli, za předpokladu přítomnosti deformací, zpřístupní 
alespoň jedno tlačítko pro jejich odstranění.  
 Při přítomnosti více deformací mají tato tlačítka funkční posloupnost dle kapitoly 4.5, 
tedy nedovolují, aby byla provedena jedna operace před druhou a tím došlo ke znehodnocení 
informace, sloužící k odstranění deformací dalších.  
 Jakmile je provedeno stisknutí jednoho tlačítka, po provedení operace pod tímto 
tlačítkem je aktivováno další tlačítko v posloupnosti, nejedná-li se o operaci vyskytující se 
samostatně, jako je například tlačítko „Návrh profilu Smile Effectu“ (7). 
  
 Tlačítko pro ruční odstranění smile efektu (7) je aktivní po celou dobu od dokončení 
analýzy gelu a pracuje s proměnnou, jenž je aktualizována po celou dobu běhu programu. Jeho 
stisknutí tedy bere v potaz obraz, který byl vytvořen v každém jednom stupni odstranění 
deformací. Pokud tedy není smile efekt v obraze detekován, ale dle dojmu uživatele je v obraze 
přítomen, je možné ho jeho odstranění předřadit před kterýkoliv krok odstranění přítomných 
deformací.  
 Po stisknutí posledního funkčního tlačítka je zobrazena hláška, že je odstranění 
deformací kompletní a uživateli je odblokováno tlačítko pro tvorbu mediánového obrazu 
„Vytvořit mediánový obraz“, jehož výstupem je okno, obsahující kontingenční tabulku 
korelačních koeficientů a samotná mediánová reprezentace snímku. 
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5) Tlačítko „Návrh profilu Smile Effectu“ a uložení snímku 
 
 
 
Je-li stisknuto toto tlačítko, dojde k návrhu profilu smile efektu a jeho vykreslení do 
snímku, což může uživateli sloužit buď k vyvarování se špatného běhu korekčního algoritmu, 
nebo k volbě ručně nastavitelných profilů, jež je tímto tlačítkem odblokována.  
 Pro ruční výběr profilu je nejdříve nutné vybrat příslušnou úroveň smile efektu (14) a 
následně daný profil (13). Pro provedení operace je nutné stisknout tlačítko „Použít a odstranit 
Smile Efekt“ (15).  
Dále je vhodné, díky samotnému charakteru smile efektu, použít tlačítko „Orotovat 
snímek“ (16), které otočí snímek zrcadlově podle horizontální osy a je na něj možné aplikovat 
jiný profil smile efektu (13). Po aplikaci na otočený obraz je nutné obraz otočit zpět do původní 
polohy, tedy stisknout znovu tlačítko pro rotaci (16). Se snímkem je pak dále možné normálně 
pracovat. Pomocí tlačítek (17) je pak možné snímek i jeho mediánovou reprezentaci uložit. 
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Příloha 2: Zhodnocení detekčních schopností algoritmů 
 
  Detekce SE Detekce Bublin Detekce U-bandů 
Snímek TP TN FP FN TP TN FP FN TP TN FP FN 
elfo_id_2_a.jpg 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 
elfo_id_2_b.jpg 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 
elfo_id_3_a.jpg 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 
elfo_id_4_a.jpg 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0 
elfo_id_5_a.jpg 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 
elfo_id_7_a.jpg 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 
elfo_id_8_a.jpg 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 
elfo_id_8_b.jpg 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 
elfo_id_9_a.jpg 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 
elfo_id_10_a.jpg 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 
elfo_id_11_b.jpg 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 
elfo_id_12_b.jpg 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 
elfo_id_13_b.jpg 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 
elfo_id_14_a.jpg 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 
elfo_id_15_b.jpg 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
elfo_id_16_b.jpg 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 
elfo_id_17_a.jpg 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 
18a.jpg 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 
18b.jpg 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 
19a.jpg 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 
19b.jpg 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 
19c.jpg 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 
20a_250.jpg 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 
20b.jpg 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 
20c.jpg 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 
21a.jpg 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 
21b_230.jpg 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 
21c.jpg 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 
22a_220.jpg 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 
22b_240.jpg 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 
23a.jpg 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 
23b.jpg 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 
24a.jpg 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 
24b.jpg 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 
Součty 24 4 1 4 3 21 8 1 10 15 0 8 
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Příloha 3: Laboratorní protokoly ke snímkům, použitým v práci 
 
Laboratorní protokol 5a 
 
Pracující:  
Krupka 
Dvořáček 
ID měření:  
5a 
Provedeno: 
Elektroforéza 1x 
Datum: 
13.10.2014 
Měření úspěšné 
 (ano/ne/částečně):  částečně 
 
 
 
Typ pufru: TBE, 1x konc. 
Množství použitého pufru [ml]: 50+250 
 
Typ barviva a ředění: GelRed, 10x zředěný 
Množství barviva [µl] 50 
 
Celkový objem gelu [ml]: 50, 80% gel 
Teplota gelu při nalévání [°C]: 60 
Doba tuhnutí gelu před pipetováním vzorků [min]: 30 
 
2-Log DNA Ladder Biolabs, 100bp DNA Ladder Biolabs  
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
2log 2log 2log 2log 2log 100bp 100bp 100bp 100bp 100bp 
 
Nastavená prvotní délka elektroforézy [min]: 70 
Dodatečná délka elektroforézy [min]: - 
Nastavené napětí [V]: 90 
 
Neúmyslné chyby měření: 
U – bandy. 
 
Úmyslné chyby měření: 
 
 
Názvy výstupních souborů: 
elfo_id_5_a 
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Laboratorní protokol 13b 
 
Pracující:  
Krupka 
Dvořáček 
ID měření:  
13b 
Provedeno: 
Elektroforéza  
Datum: 
31. 10. 2014 
Měření úspěšné 
 (ano/ne/částečně):  částečně 
 
 
 
Typ pufru: TBE, 1x konc. 
Množství použitého pufru [ml]: 50+250 + 0,4g agarozy 
 
Typ barviva a ředění: GelRed, 10x zředěný 
Množství barviva [µl] 50  
 
Celkový objem gelu [ml]: 50 
Teplota gelu při nalévání [°C]: 60 
Doba tuhnutí gelu před pipetováním vzorků [min]: 30 
 
PCR 100 bp Low Ladder Sigma  
1 2 3 4 5 6 7 8 9  
100 100 100 100 100 100 100 100 100  
 
Nastavená prvotní délka elektroforézy [min]: 45 
Dodatečná délka elektroforézy [min]: - 
Nastavené napětí [V]: 130 
 
Neúmyslné chyby měření: 
Špatné zředění velikostního markeru. 
 
Úmyslné chyby měření: 
Zvýšené napětí pro vytvoření smile efektu (pokus s 0.8 % gelem). 
 
Názvy výstupních souborů: 
elfo_id_13_b 
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Laboratorní protokol 15a 
 
Pracující:  
Krupka 
Dvořáček 
ID měření:  
15a 
Provedeno: 
Elektroforéza  
Datum: 
14. 11. 2014 
Měření úspěšné 
 (ano/ne/částečně):  ano 
 
 
Typ pufru: TBE, 1, 1x konc. 
Množství použitého pufru [ml]: 2x(50+250)  
 
Typ barviva a ředění: GelRed, 10x zředěný 
Množství barviva [µl] 50  
 
Koncentrace gelu 1% 
Celkový objem gelu [ml]: 100 
Teplota gelu při nalévání [°C]: 60 
Doba tuhnutí gelu před pipetováním vzorků [min]: 30 
 
20bp low ladder Biolabs – směs 2 µl ladderu a 2 µl 6x zanášecího pufru 
1 2 3 4 5 6 7 8 9  
20bp 20bp 20bp 20bp 20bp 20bp 20bp 20bp 20bp  
 
Nastavená prvotní délka elektroforézy [min]: 70   
Dodatečná délka elektroforézy [min]: 30   
Nastavené napětí [V]: 70   
 
Neúmyslné chyby měření: 
 
 
Úmyslné chyby měření: 
Zanesení bublinek do gelu. 
 
Názvy výstupních souborů: 
elfo_id_15_a 
 
 
 
 
 
 
XII 
 
Laboratorní protokol 15b 
 
Pracující:  
Krupka 
Dvořáček 
ID měření:  
15b 
Provedeno: 
Elektroforéza  
Datum: 
14. 11. 2014 
Měření úspěšné 
(ano/ne/částečně):  ano 
 
 
 
Typ pufru: TBE, 1x konc. 
Množství použitého pufru [ml]: 2x(50+250)  
 
Typ barviva a ředění: GelRed, 10x zředěný 
Množství barviva [µl] 50  
 
Koncentrace gelu 1% 
Celkový objem gelu [ml]: 100 
Teplota gelu při nalévání [°C]: 60 
Doba tuhnutí gelu před pipetováním vzorků [min]: 30 
 
20bp low ladder Biolabs – směs 2 µl ladderu a 2 µl 6x zanášecího pufru 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
20bp 20bp 20bp 20bp 20bp 20bp 20bp 20bp 20bp 20bp 
  
 
Nastavená prvotní délka elektroforézy [min]:  60 
Dodatečná délka elektroforézy [min]:  20 
Nastavené napětí [V]:  70 
 
Neúmyslné chyby měření: 
 
 
Úmyslné chyby měření: 
Po zahřátí a přidání barviva do gelu absence míchání. 
 
Názvy výstupních souborů: 
elfo_id_15_b 
 
 
 
 
 
XIII 
 
Laboratorní protokol 16b 
 
Pracující:  
Krupka 
Dvořáček 
ID měření:  
16b 
Provedeno: 
Elektroforéza  
Datum: 
14. 11. 2014 
Měření úspěšné 
 (ano/ne/částečně):  částečně 
 
 
 
Typ pufru: TBE, 1x konc. 
Množství použitého pufru [ml]: 50+250  
 
Typ barviva a ředění: GelRed, 10x zředěný 
Množství barviva [µl] 50  
 
Koncentrace gelu 1% 
Celkový objem gelu [ml]: 50 
Teplota gelu při nalévání [°C]: 60 
Doba tuhnutí gelu před pipetováním vzorků [min]: 30 
 
100 bp Bioline hyperladder  
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
100bp 100bp 100bp 100bp 100bp 100bp 100bp 100bp 100bp / 
 
Nastavená prvotní délka elektroforézy [min]: 90 
Dodatečná délka elektroforézy [min]:  
Nastavené napětí [V]: 70 
 
Neúmyslné chyby měření: 
 
 
Úmyslné chyby měření: 
Diagonální řez do gelu na pozicích 2, 5 a 8. 
 
Názvy výstupních souborů: 
elfo_id_16_b 
 
 
 
 
 
 
XIV 
 
Laboratorní protokol 17a 
 
Pracující:  
Krupka 
Dvořáček 
ID měření:  
17a 
Provedeno: 
Elektroforéza  
Datum: 
28.11.2014 
Měření úspěšné 
 (ano/ne/částečně): ano 
 
 
 
Typ pufru: TBE, 1, 1x konc. 
Množství použitého pufru [ml]: 50+250  
 
Typ barviva a ředění: GelRed, 10x zředěný 
Množství barviva [µl] 50  
 
Koncentrace gelu 1% 
Celkový objem gelu [ml]: 50 
Teplota gelu při nalévání [°C]: 60 
Doba tuhnutí gelu před pipetováním vzorků [min]: 30 
 
100 bp DNA Ladder Mobio  
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
100bp 100bp 100bp 100bp 100bp 100bp 100bp 100bp 100bp - 
  
 
Nastavená prvotní délka elektroforézy [min]:  40, zkráceno na 28 min 
Dodatečná délka elektroforézy [min]: - 
Nastavené napětí [V]: 200 
 
Neúmyslné chyby měření: 
 
 
Úmyslné chyby měření: 
Smile efekt. 
 
Názvy výstupních souborů: 
elfo_id_17_a 
 
XV 
 
Laboratorní protokol 19c 
 
Pracující:  
Dvořáček 
ID měření:  
19c 
Provedeno: 
Elektroforéza  
Datum: 
4.3.2015 
Měření úspěšné 
(ano/ne/částečně):  
 
 
 
Typ pufru: TBE, 1, 1x konc 
Množství použitého pufru [ml]: 50+250  
 
Typ barviva a ředění: GelRed, 10x zředěný 
Množství barviva [µl] 50  
 
Koncentrace gelu 1% 
Celkový objem gelu [ml]: 50 
Teplota gelu při nalévání [°C]: 85 
Doba tuhnutí gelu před pipetováním vzorků [min]: 30 
 
100 bp Biolabs DNA ladder, 10ul  
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
100bp 100bp 100bp 100bp 100bp 100bp 100bp 100bp 100bp 100bp 
  
 
Nastavená prvotní délka elektroforézy [min]:  60 
Dodatečná délka elektroforézy [min]:  
Nastavené napětí [V]: 90 
 
Neúmyslné chyby měření: 
 
 
Úmyslné chyby měření: 
Bublinky v gelu 
 
Názvy výstupních souborů: 
19c, 19c2 
 
 
 
 
 
 
  
XVI 
 
Laboratorní protokol 22a 
 
Pracující:  
Dvořáček 
ID měření:  
22a 
Provedeno: 
Elektroforéza  
Datum: 
26.3.2015 
Měření úspěšné 
(ano/ne/částečně): ano 
 
 
 
Typ pufru: TBE, 1, 1x konc 
Množství použitého pufru [ml]: 50+250  
 
Typ barviva a ředění: GelRed, 10x zředěný 
Množství barviva [µl] 50  
 
Koncentrace gelu 1% 
Celkový objem gelu [ml]: 50 
Teplota gelu při nalévání [°C]: 60 
Doba tuhnutí gelu před pipetováním vzorků [min]: 30 
 
100 bp DNA Ladder Biolabs, 7 mikrolitrů  
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
100bp 100bp 100bp 100bp 100bp 100bp - - - - 
  
 
Nastavená prvotní délka elektroforézy [min]:  25 
Dodatečná délka elektroforézy [min]: - 
Nastavené napětí [V]: 220, 400mA 
 
Neúmyslné chyby měření: 
 
 
 
Úmyslné chyby měření: 
Smile effect. 
 
Názvy výstupních souborů: 
22a.tiff 
 
 
  
XVII 
 
Laboratorní protokol 22b 
 
Pracující:  
Dvořáček 
ID měření:  
22b 
Provedeno: 
Elektroforéza  
Datum: 
26.3.2015 
Měření úspěšné 
(ano/ne/částečně): ano 
 
 
 
Typ pufru: TBE, 1, 1x konc 
Množství použitého pufru [ml]: 50+250  
 
Typ barviva a ředění: GelRed, 10x zředěný 
Množství barviva [µl] 50  
 
Koncentrace gelu 1% 
Celkový objem gelu [ml]: 50 
Teplota gelu při nalévání [°C]: 60 
Doba tuhnutí gelu před pipetováním vzorků [min]: 30 
 
100 bp DNA Ladder Biolabs, 7 mikrolitrů  
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
100bp 100bp 100bp 100bp 100bp 100bp - - - - 
  
 
Nastavená prvotní délka elektroforézy [min]:  20 
Dodatečná délka elektroforézy [min]: - 
Nastavené napětí [V]: 240, 400mA 
 
Neúmyslné chyby měření: 
 
 
 
Úmyslné chyby měření: 
Smile effect. 
 
Názvy výstupních souborů: 
22b.tiff 
 
 
  
XVIII 
 
Laboratorní protokol 20b 
 
Pracující:  
Dvořáček 
ID měření:  
20b 
Provedeno: 
Elektroforéza  
Datum: 
13.3.2015 
Měření úspěšné 
(ano/ne/částečně): ano 
 
 
 
Typ pufru: TBE, 1, 1x konc 
Množství použitého pufru [ml]: 50+250  
 
Typ barviva a ředění: GelRed, 10x zředěný 
Množství barviva [µl] 50  
 
Koncentrace gelu 1% 
Celkový objem gelu [ml]: 50 
Teplota gelu při nalévání [°C]: 60 
Doba tuhnutí gelu před pipetováním vzorků [min]: 30 
 
100 bp DNA Ladder Biolabs, 7 mikrolitrů  
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
100bp 100bp 100bp 100bp 100bp 100bp 100bp 100bp 100bp 100bp 
  
 
Nastavená prvotní délka elektroforézy [min]:  65 
Dodatečná délka elektroforézy [min]: - 
Nastavené napětí [V]: 90 
 
Neúmyslné chyby měření: 
 
 
 
Úmyslné chyby měření: 
Vzduchové bubliny 
 
Názvy výstupních souborů: 
20b.tiff 
 
 
  
XIX 
 
Laboratorní protokol 21a 
 
Pracující:  
Dvořáček 
ID měření:  
21a 
Provedeno: 
Elektroforéza  
Datum: 
24.3.2015 
Měření úspěšné 
(ano/ne/částečně): ano 
 
 
 
Typ pufru: TBE, 1, 1x konc 
Množství použitého pufru [ml]: 50+250  
 
Typ barviva a ředění: GelRed, 10x zředěný 
Množství barviva [µl] 50  
 
Koncentrace gelu 1% 
Celkový objem gelu [ml]: 50 
Teplota gelu při nalévání [°C]: 60 
Doba tuhnutí gelu před pipetováním vzorků [min]: 30 
 
100 bp DNA Ladder Biolabs, 10 mikrolitrů  
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
100bp 100bp 100bp 100bp 100bp 100bp 100bp 100bp 100bp 100bp 
  
 
Nastavená prvotní délka elektroforézy [min]:  70 
Dodatečná délka elektroforézy [min]: - 
Nastavené napětí [V]: 90 
 
Neúmyslné chyby měření: 
 
 
 
Úmyslné chyby měření: 
Vzduchové bubliny. 
 
Názvy výstupních souborů: 
21a.tiff 
 
 
  
XX 
 
Laboratorní protokol 18a 
 
Pracující:  
Dvořáček 
ID měření:  
18a 
Provedeno: 
Elektroforéza  
Datum: 
4.3.2015 
Měření úspěšné 
(ano/ne/částečně):  
 
 
 
Typ pufru: TBE, 1, 1x konc 
Množství použitého pufru [ml]: 50+250  
 
Typ barviva a ředění: GelRed, 10x zředěný 
Množství barviva [µl] 50  
 
Koncentrace gelu 1% 
Celkový objem gelu [ml]: 50 
Teplota gelu při nalévání [°C]: 85 
Doba tuhnutí gelu před pipetováním vzorků [min]: 30 
 
100 bp Biolabs DNA ladder, 10ul  
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
100bp 100bp 100bp 100bp 100bp 100bp / / / / 
  
 
Nastavená prvotní délka elektroforézy [min]:  30 
Dodatečná délka elektroforézy [min]:  
Nastavené napětí [V]: 190 
 
Neúmyslné chyby měření: 
 
 
 
Úmyslné chyby měření: 
Smile efekt 
 
Názvy výstupních souborů: 
18a 
 
 
  
XXI 
 
Laboratorní protokol 23b 
 
Pracující:  
Dvořáček 
ID měření:  
23b 
Provedeno: 
Elektroforéza  
Datum: 
8.4.2015 
Měření úspěšné 
(ano/ne/částečně): ano 
 
 
 
Typ pufru: TBE, 1, 1x konc 
Množství použitého pufru [ml]: 50+250  
 
Typ barviva a ředění: GelRed, 10x zředěný 
Množství barviva [µl] 50  
 
Koncentrace gelu 0.8% 
Celkový objem gelu [ml]: 50 
Teplota gelu při nalévání [°C]: 60 
Doba tuhnutí gelu před pipetováním vzorků [min]: 30 
 
100 bp DNA Ladder Biolabs, 7 mikrolitrů, 20bp a 1kb==UltraClean (špatně, ne do 15 ul)  
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
100bp 20bp 1kb 100bp 20bp 1kb - - - - 
  
 
Nastavená prvotní délka elektroforézy [min]:  20 
Dodatečná délka elektroforézy [min]: - 
Nastavené napětí [V]: 250 
 
Neúmyslné chyby měření: 
 
 
 
Úmyslné chyby měření: 
Smile effect. 
 
Názvy výstupních souborů: 
23b.tiff 
 
 
  
XXII 
 
Laboratorní protokol 24b 
 
Pracující:  
Dvořáček 
ID měření:  
24b 
Provedeno: 
Elektroforéza  
Datum: 
29.4.2015 
Měření úspěšné 
(ano/ne/částečně): ano 
 
 
 
Typ pufru: TBE, 1, 1x konc 
Množství použitého pufru [ml]: 50+250  
 
Typ barviva a ředění: GelRed, 10x zředěný 
Množství barviva [µl] 50  
 
Koncentrace gelu 1% 
Celkový objem gelu [ml]: 50 
Teplota gelu při nalévání [°C]: 60 
Doba tuhnutí gelu před pipetováním vzorků [min]: 30 
 
100 bp DNA Ladder Biolabs, 7 mikrolitrů, 20bp a 1kb==UltraClean (špatně, ne do 15 ul)  
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
100bp 20bp 1kb 100bp 20bp 1kb - - - - 
  
 
Nastavená prvotní délka elektroforézy [min]:  23 
Dodatečná délka elektroforézy [min]: - 
Nastavené napětí [V]: 230 
 
Neúmyslné chyby měření: 
 
 
 
Úmyslné chyby měření: 
Smile effect. 
 
Názvy výstupních souborů: 
24b.tiff 
 
 
